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Ein viel untersuchtes Problem der Erdélindustrie ist in letzter Zeit die
mikrobiologische Verarbeitung von Kohlenwasserstoffen [1—7, 11-16] unter
gleichzeitiger Herstellung von Futterhefen. Bisher wurde jedoch den Ande-
rungen der Zusammensetzung des Oles und der wasserlgslichen Produkte wenig
Aufmerksamkeit gewidmet [8, 9, 10]. Die nach mikrobiologischer Behandlung
zuriickbleibende Olfraktion wird zumeist als Abfallprodukt betrachtet und
daher nicht eingehend untersucht. Demgegeniiber ist zu bemerken, dafl ja
einerseits selbst die Zusammensetzung dieser Abfallprodukte wichtig sein kann,
da sie mindestens noch als Heizmittel zu verwerten sind, andererseits aber
mufl noch erwidhnt werden, daB in gewissen Fillen das entparaffinierte 0l
zu wertvollen Produkten verarbeitet werden kann. Der Erdéltechnologe inter-
essiert sich fiir diese Produkte, da diese als arktische Treibstoffe oder Ole
eingesetzt werden konnen, falls eine entsprechende Nachraffination mdglich
ist. Der Mikrobiologe interessiert sich fiir die Zusammensetzung dieser Pro-
dukte wegen der Moglichkeiten. die zur Aufklirung des Mechanismus der
mikrobiologischen Oxidation dadurch geboten werden.

Inshesondere kann die bei dem Prozef anfallende wisserige Phase und
deren Zusammensetzung besonders aufschluBreich sein.

Vom Standpunkt des Erdoltechnologen ist es wichtig, zu wissen, daf} in
der Literatur den kohlenwasserstoffassimilierenden Mikroorganismen zumeist
eine Selektivitdt gegeniiber Normalparaffinen zugeschrieben wird. Es ist je-
doch bekannt, dall der technische Paraffingehalt von Schmiersldestillaten,
also jener Anteil, der den hohen Stockpunkt verursacht, nicht ausschlieB-
lich aus Normalparaffinen besteht. Nach Literaturangaben [8, 9] enthalten
aus Schmierdldestillaten hergestellte Paraffinwachse bis zu 309, Molekiile, in
welchen Ringstrukturen vorhanden sind. Es kénnen mono- oder sogar poly-
zyklische Naphthene und Aromaten vorhanden sein.

Unter Anwendung der in der Literatur erwihnten Stidmme und Ver-
suchsbedingungen, kann dementsprechend eine ausreichende Herabsetzung
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des Stockpunktes von hoheren Schmiertldestillaten nur in Spezialfillen erreicht
werden. Es besteht also eine gewisse Analogie zur Entparaffinierung nach der
Harnstoffaddukt-Methode, mit der bekannterweise Schmierslfraktionen eben-
falls nicht vollstdndig entparaffiniert werden kénnen, da wachsartige Bestand-
teile mit Ringstrukturen zuriickbleiben. '

Ein technologisch besonders wertvoller Proze§ ist die mikrobioclogische
Entparaffinierung von Ubergangsfraktionen, deren Siedebereich zwischen den
Dieseltreibstoffen und den Schmierslfraktionen liegt und die etwa in das Gebiet
niedrigsiedender Spindelélfraktionen fallen. Es soll im folgenden ausschlieB-
lich iiber Fermentationsuntersuchungen berichtet werden, die an derartigen
Produkten ausgefithrt wurden. Zweck dieser Untersuchungen, deren mikro-
biologischer Teil im Institut fiir Pharmazeutische Chemie durchgefiihrt wurde,
war gerade die Herstellung solcher mittlerer Olprodukte. An dieser Stelle wird
aber ausschlieflich iiber solche Nebenprodukte des Verfahrens berichtet, die
fiir die Erdslindustrie entweder als Zielprodukte, oder als schidliche korrosive
Verunreinigungen von Interesse sind.

Versuchsmethoden

Zur Ermittlung der Strukturdnderungen von Schmierblen wihrend einer
mikrobiologischen Behandlung wurden Leichtéle ungarischer und sowjetischer
Herkunft untersucht. Tabelle 1 zeigt die Eigenschaften der Rohstoffe einer
zu diesem Zweck ausgefiihrten Versuchsreihe.

Tahelle 1

Eigenschaften der Rohstoffe

Romasch- Ungarisches Muchanowsker
Lotenen Leicbtol T el Miseelal
Dichte, dY ©.oviieeiiit i 0890 0873 0,885 . 0.898
Viskositat ¢St/50 . ..verenreinn.... 11,53 10.89 3.17 9.47
Stockpunkt °C ... ... ... L =14 L34 =39 L 15
Séurezahl mg KOH/g ............. 0,82 0.84 0.66 0,60
S eW.0) e 0.50 0.20 038 031
Cgew i - 86,7 86.4 87.1 86.8
1 R A 128 133 12.6 12.8
IR Ringanalyse
P O e 56.4 65.2 59.5 566
G %0 e 17.1 16.0 6,6 13,9
CN % weneeee 2.5 18.8 339 295
, ; ‘
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Uber die angewendeten mikrobiologischen Methoden wird an anderer
Stelle berichtet, da die Entparaffinierung im Institut fir Pharmazeutische
Forschung Budapest durchgefithrt wurde. Wir méchten hier nur iiber erdsl-
technologische und analytische Ergebnisse berichten.

Zur Analyse der Kohlenwasserstoffprodukie wurden folgende Methoden
eingesetzt:

klassische erdsltechnologische Priafmethoden (Dichte, Viskositdt, Flamm-

punkt usw.)

klassische fettchemische Methoden (S#urezahl. Verseifungszahl. Carbo-

nylzahl usw.)

Elementaranalyse

IR-Spektroskopie

nDM-Ringanalyse

Zur Analyse der wasserlgslichen Produkte wurde die Diinnschichtchro-
matographie eingesetzt.

Ergebnisse der Untersuchung durch IR-Spektroskopie

Die in Tabelle 1 angegebenen Olsorten wurden mit Hefen (Candida) und
Bakterien (Pseudomonas) behandelt. Uber die beziiglichen mikrobiologischen
Arbeiten wird — wie bereits gesagt — an anderer Stelle berichtet. Die nach der
mikrobiologischen Behandlung gewonnenen entparaffinierten Ole wurden infra-
rotspekiroskopisch untersucht und die gruppenanalytischen Werte festgestellt,
Tabelle 2 zeigt die MeBwerte.

Es geht aus den Exgebnissen hervor, dafl beide Mikroorganismen-Gruppen
unter gewissen Umstdnden entparaffinierend selektiv wirksam sind. Es geht
auch aus Tabelle 2 hervor, daB alle untersuchten Ole bis zu cinem gewissen
Grade entparaffiniert werden kénnen, da ja die Werte fiir Cp in allen Versuchea
nach der Behandlung abnehmen.

Es kann aber auch festgestellt werden, dafl Bakterien unter Umstidnden
gewisse Aromaten assimilieren oder dermaflen abbauen, daf} die Konzentration
in der Olphase nachweisbar abnimmt. Es soll z. B. beachtet werden, daf im
Falle des Romaschkinsker Leichtoles der Wert C 4 fiir Hefen der Erwartung
entsprechend zunimmt, wihrend derselbe Wert fiir Bakterien parallel zu dem
abnehmenden Cp-Wert ebenfalls abnimmt. Auch bei anderen Olen ist ein
Unterschied zwischen den durch Hefen und Bakterien erzielten Aromaten-
werten zu bemerken, und zwar sind die C ,~Werte fiir die Hefe stets hoher, als
die fir Bakterien.

Es kann nach der mikrobiologischen Behandlung im IR-Spektrum quali-
tativ die Anwesenheit von =CO-Gruppen nachgewiesen werden. Zum Teil ist
die =CO-Bande recht intensiv und weist auf verhiltnismiBig hohe Konzentra-
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Tabelle 2

Eigenschaften der Produkte nach mikrobiologischer Behandlung
(Bestimmung auf IR-spektroskopischem Weg)

Behandelt mit
Robstoff | Hefe Bakterien
| (Candida) (Pseudomonas)

Romaschkinsker Leichtol ‘

Cp i e 56,4 52,4 51,2

G et i e e 17,1 18.4 16,2

L0 26.5 29,2 32.6
Ungarisches Leichtol

Cp 65,2 50,4 51,7

Ca it 16,0 19,9 19.3

Oy vt e 18.8 29.7 29.0
Muchanowsker Leichtsl

Co i 59.5 51.7 52,0

Ca . 6,6 7.9 6,8

L0 P 33.9 42,4 41,2
Muchanowsker Mittelsl

Crp vt 56.6 474 49.4

G e e e 13.9 17,9 16,2

Cn e 29.5 34,7 34,4

tionen hin. Dies kann einerseits durch die S#urezahl und Verseifungszahl
kontrolliert werden, doch zeigt es sich, daB nach Spaltung und Extraktion der
Ester restliche =C0O-Mengen IR-spektroskopisch nachzuweisen sind. Es ergibt
sich aufgrund derartiger Bestimmungen, daf} in den mikrobiologisch behandel-
ten Olen der Tabelle 2 3—59, 6llssliche organische Siuren frei und gebunden
vorhanden sind, wihrend im entsduerten Ol noch 1—29%, =CO-haltige Mole-
kiile (Keton oder Aldehyd berechnet aus der =CO-Zahl) vorhanden sind.

Es geht aus dem bisher Gesagten hervor, dafi paraffinische Seitenketten
gewisser zyklischer Molekiile unter Bildung von S#uren, Estern und Carbo-
nylverbindungen mikrobiologisch abgespalten werden kénnen. Technologisch
weist diese Tatsache darauf hin, daB ein derartiges Produkt an und fiir sich
weder als Schmierstoff noch als Kraftstoff stabil genug und anwendbar ist.
Soll also das Produkt der biologischen Entparaffinierung z. B. als Gassl (DK)
eingesetzt werden, so mull mit einer hohen Korrosivitdt und niedriger Lage-
rungshestdndigkeit gerechnet werden. Sollte dies durch Nachraffination beho-
ben werden, so liegen die Kosten so hoch, daf} bei dem niedrigen Preis der
Dieselkraftstoffe ein derartiges Produkt kaum mehr wirtschaftlich erscheint.
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Bei Schmierdlen von geniigend niedrigem Stockpunkt ist eine Nachraffination
demgegeniiber durchaus nicht unhaltbar.

Elementaranalyse und Gruppenanalyse nach der Methode nDM

In der im folgenden beschriebenen Versuchsserie wurde ein paraffin-
und schwefelhaltiges Spindelgldestillat sowjetischer Provenienz untersucht.
Der Rohstoff wurde 96 Stunden lang mit einer Hefe (Candida) behandelt,
bei einem py-Wert von 5,5. Tabelle 3 zeigt das Fortschreiten der Entparaffi-

Tabelle 3
Anderung der Eigenschaften wiihrend der Fermentation
Saurezahl Stockpunkt
mg KOH/g °C
Rohstoff .............. 0,64 +17
Nach 20 Stunden ..... 0,67 -~ 8
Nach 44 Stunden ..... 1.08 — 2
Nach 96 Stunden ..... 5,70 —22
Sdurezah! \ Stockpunk!
mgKOHjg 5 1 \\ r20
AN
J N \ o
A ~N
z ~ ~-10
~
~
7 S~ - -20
— —— —
100 50 0

fermentationszeit, Std.

Abb. 1. Zusammenhang zwischen der Fermentationszeit, der Siurezahl und dem Stockpunkt.
Stockpunkt : Sdurezahl ———

nierung und der Siurebildung. Abb. 1 zeigt die entsprechenden Kurven; das
Abnehmen des Stockpunktes ist annihernd linear, die Zunahme der Sdure-
zahl exponential.

Tabelle 4 zeigt die vollstindige Analyse des Rohstoffes und Produktes.
Es geht aus der Tabelle hervor, daf} infolge einer weitgehenden Entparaffinie-
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Tabelle 4

Eigenschaften eines paraffinischen Leichtéldestillates

i Unbehandelt | Behandelt

i |
Dichte a0 ....................... 0872 | 0.904
Dichte d5° .....ooiiiiiiiiia, 0,817 —
Brechungsindex nf® ............... 1.4708 1.4850
Viskositdt ¢St/50°C ................ 7.65 10,17
Molekulargewicht .................. 463 456
Stockpunkt °C ..., ool 117 —22
Séurezahl mg KOH/g .............. 0,64 5.1
CgewOh (v 86,1 85.5
Hoegew 9 oo 13,5 14,5

S GEW.0h e 0,40 0,50
Cg O et e e 15,8 18,0
CR % weenee e 23,3 52,1
O % e L3 34,1
Cp 0h veeee et i L 76,7 41,9

1 091 1,53
RN oeveeonee e 1,57 2.16

rung ein grofles Ansteigen der Ringe zu verzeichnen ist. Besonders wichtig ist
die Erscheinung, dafl bei so tiefgehender mikrobiologischer Behandlung der
Schwefelgehalt kaum gedndert wird.

Da in diesem Versuch eine Olausbeute von etwa 609 erzielt wurde, weist
die Unverinderlichkeit des Schwefelgehaltes darauf hin, daBl wenigstens ein
Teil des Schwefels assimiliert wird.

Ganz anders verhalten sich diese Ole mit den gleichen Mikroorganismen
bei niedrigem p,, (3—3,5) behandelt. In diesem Falle ist die Sdure- bzw. Ver-
seifungszahl der Olphase sehr niedrig, es sind also wenig 6ligsliche Sauren vor-
handen. Hingegen ist der Sauregehalt der Wasserphase recht hoch. Von Be-
deutung ist, dafl im beschriebenen Versuch die Olausbeute sehr niedrig, un-
gefiahr 209 war. Zur gleichen Zeit entstand auch sehr wenig Hefe, jedoch sehr
viel CO,. Die Kennzahlen der Olkomponente dndern sich fast gar nicht. Sie
wurden daher in der Tabelle 4 nicht aufgezeichnet. Der Stockpunkt der Ol-
komponenten sinkt von -} 17 blofl auf 4 15.5, der Schwefelgehalt steigt von
0,40 auf 0,439, an. Die Elementaranalyse und Ringanalyse schwanken inner-
halb der Fehlergrenzen.

Aus den Ringanalysen und Elementaranalysen konnten die Durch-
schnittsstrukturen der Molekiile des Rohstoffes und der Produkte fir die bei-
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den angegebenen Fille annidhernd berechnet werden. Abb. 2 zeigt die Struktur
der schwefelhaltigen und nichtschwefelbaltigen Durchschnittsmolekiile, fiir
den Fall der selektiven und der unselektiven Assimilation.

Es kann fiir den Fall der selektiven Assimilation ausgesagt werden, dal
ein bedeutender Anstieg des aromatischen Charakters des Oles im Laufe der
mikrobiologischen Verarbeitung zu verzeichnen ist. Zur gleichen Zeit entstehen
in grofen Mengen Sduren, welche zum Teil zyklisch sind.

Selektive Assimilation (stufenweise)
(CHaoforCH 20 (CHz he=CHs

=z N

@ COOH +Hefe (Trockensubstanz)+ C0; + H:0
e w Chohs=Cty L ww% CHs
& T

COOH + Hefe [Trockensubsianz) + COs +H,0+S0;

: ore As
@ Kj@/wy- (o= Chs #Hefe + Chiy (Che)x-COOH+ COp #H0
& »/V {unverdndar)
{Ctizfi=CHy 3 10 (Cita)rz= Cly # Hele + CHy (Chy [y ~COOH # COp# Hp0 .50y
U:j TN O:j lunverdndert)

Abb. 2

Es ist weder ein Abnehmen noch ein Anstieg in der Konzentration der
schwefelbaltigen Molekiile zu verzeichnen. Eigentlich ist auch kein Anstieg
zu vermerken. Der Schwefel wird also im Gesamtprozell proportional assi-
miliert, was auch durch eine dem gesamtaromatischen Charakter proportional
ansteigende Aromatizitdt der schwefelhaltigen Molekille bemerkbar ist.

Es geht aus dem Gesagten hervor, dafl durch mikrobiologische Ent-
paraffinierung Produkte entstehen, welche unter Umstéinden zur Herstellung
gewisser niedrigviskoser Ole mit tiefem Stockpunkt geeignet sind. Im Treib-
stoffgebiet ist dies nicht so endeutig, da durch ansteigende Aromatizitit eine
niedrige Cetanzahl erzielt wird.

Im Falle der unselektiven Assimilation bei niedrigem p,, entstehen keine
olloslichen Siduren, jedoch viel CO, und viele wasserlosliche Sduren. In Hin-
sicht der Olzusammensetzung ist der Prozef unselektiv, in Hinsicht der Hefe-

produktion unproduktiv.
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Zusammensetzung der wasserloslichen Fraktion

Bekannterweise entstehen wihrend der mikrobiologischen Verarbeitung
wasserlosliche Produkte, welche grofitenteils organische Siduren enthalten.

Es wurden von der Hefe getrennte entdlte, filtrierte Schlempen unter-
sucht. Die Schlempe stammte aus den eingangs besprochenen, mit Pseudo-
monas Stdmmen ausgefiithrten selektiven Fermentationsprozessen. Die
Schlempe wurde mit Methanol entélt und es bildete sich hierbei auch ein Nie-
derschlag, der durch Filtration abgetrennt werden konnte. Hiernach wurden
die fliichtigen Sduren nach der klassischen Methode qualitativ nachgewiesen

X i1y
. i
O

X

O

~

e OO

)

Abb. 3. Zitronensiure (Z) Weinsidure (W), Hilch:aure (Mi) und Benzoesiure (Be). Nachweis
von organischen Siuren in der wifirigen Phase der mikrobiologischen Verarbeitung von Kohlen-
wasserstoffen. (Mo = Modellverbindung, V = Versuchsgemisch)
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(Ameisensiure und Essigsdure), wihrend die restliche Lésung durch Diinn-
schichtchromatographie untersucht wurde. Es wurde Kieselgel G nach Stahl
auf 20 x 20 cm Glasplatten eingesetzt. Das Auftragen geschah nach der iibl-
chen Methode, die Aktivierung bei 110 °C. Als Elutionsmittel wurde ein Ge-
misch von Methanol: 5n NH,OH (82 : 20) eingesetzt. Als Indikator konnte
Bromkresolgriin angewendet werden [17, 18].

Abb. 3 zeigt das Chromatogramm der gereinigten Schlempe. Es geht aus
dem Chromatogramm hervor, dafl neben den flicchtigen Siuren (HCOOH,
CH,COOH) Zitronensdure, Weinsidure, Milchsiure und Benzoesidure vorhanden
sind. Obgleich die bisher zur Verfiigung stehenden Versuchsdaten zu einer
genauen Bestimmung des Mechanismus des Prozesses noch nicht geeignet sind,
kann auf dieser Grundlage doch folgendes angedeutet werden: wenigstens ein
Teil des Fermentationsprozesses verliuft mehr oder weniger im Sinne des
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Krebs-Zyklus. Das Vorhandensein der fliichtigen Sduren und der Zitronen-
sdure (von der iso-Zitronensdure in unserem Fall nicht zu unterscheiden)
weist auf diesen Verlauf hin. Das Vorhandensein der Milchsiure deutet an,
dal im Fermentationsprozefl die Beliiftung wahrscheinlich nicht hoch genug
war. Dadurch besteht die Moglichkeit, dall anaerobe Prozesse parallel zu den
itbrigen verlaufen. Dies weist auch darauf hin, daB} die mikrobiologische Ent-
paraffinierung von Erdslprodukien bel richtiger Ausfithrung einen #uBerst
hohen Luftbedarf hat.

Ganz besonders wichtig ist aber der Befund, daf} in der Schlempe Benzoe-
sdure vorhanden ist. Dies weist eindeutig darauf hin, dal im Prozel minde-
stens auch monozyklische Aromaten mit langer Seitenkette angegriffen werden.
Es muf} also griindlichst untersucht werden, ob die Hefe nicht auch Abban-
produkte von Aromaten enthilt, da diese gesundheitsschidlich wirken kénnen.
Angaben von MU~k ttber Untersuchungen der Hefesubstanz stehen mit unseren
Vermutungen im Einklang und weisen darauf hin, daf eine Selektivitdt im
absoluten Sinne gegeniiber n-Paraffine eine ubertriebene Annahme ist. Da
also Aromaten mitangegriffen werden, mull bei dem Einsatz der Futterhefe
sehr sorgfaltig die Frage der Gesundheitsschédlichkeit untersucht werden.

%

Wir méchten Herrn Prof. Dr. LdszI6 Vajta fiir die Unterstiitzung unserer Versuche und
Herrn Dr. Kéroly Magyar fiir die zur Untersuchung zur Verfiigung gestellten Muster und fii
die mikrobiologische Arbeit unseren Dank aussprechen.

Zusammenfassung

Es geht aus unseren Untersuchungen hervor, daBl die Olprodukte der mikrobiologischen
Entparaffinierung oxidierte Substanzen enthalten. welche zur Korrosion- und Schlammbildung
neigen. Diese miissen durch eine Nachraffination entfernt werden. die die Rentabilitit des Pro-

zesses beeintriichtigt.

Es konnte gezeigt werden, daBl auf Grund der Untersuchung der in der Ol- und Wasser-
phase vorhandenen oxidierten Produkte auf den Mechanismus des oxidativ -mikrobiologischen
Abbaus der Kohlenwasserstoffe geschlossen werden kann. Es konnte gezeigt werden, daB auch
Aromaten angegriffen werden, und dafl dadurch Produkte entstehen, welche unter Umstiinden
gesundheitsschidlich wirken.
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