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Re3f se zplisob submersni vyroby kyse-
liny citrénové fermentaénim postupem. Pied-
m&tem YeSeni je zpisob regulace 0, Vv jednot-
livych fd4zich fermenta®niho proceSu. MnoZistvi
p¥ivdd&ného O, po¥dteéni ristové fézi fermen-
tadniho procefu, tj. od 0 do 24 hod., je 10

a% 30 mg O, 17%. sni¥enim mno¥stvi p¥i-
vAdéného 0,

muluje aktivita kli&ového enzymu glykolysy
fosfofruktokindzy, &im¥ dojde k nahromadéni
metabolitl.pot¥ebngch v produkéni f&zi pro
tvorbu kyseliny citronové. Zplsob fermentace
umo¥fiuje zvydeni vgt&¥nosti zejména u vysoko-
produkéniho kmene Aspergillus niger S 59’

1 600 a% na 95 % podfitdno na nasezeny cukr.

v poddtedni ristové fdzi se sti-
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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby kyseliny citrénové submersni fermentaci.

vyroba kyseliny citrénové submersnim fermentainim postupem uskutedfiovanid pomoci
Aspergillus niger na cukernych substrdtech z glukézy, sachardzy, hydrolyzétd Zkrobu, h}dro~
lyzatd melasy, celuldzy, Pepné, resp. tftinové melasy se uskutedfiuje ve sterilnfch fermen=:
torech, ve kterych se vsddka promfchdvd mechanicky pomoci rotujfcich michadel, nebo prou-
dem dispergovaného vzduchu. Produkéni mikroorganismus roste p¥itom ve formé& vldknité
suspenze, prilem? se uskutedfiuje intenzivni l4tkov4 vym&na. Mycelium vyu¥fvé z okolniho
prostfedi, kyslik, #iviny, uhlikaty zdroj a vylufuje do n&ho produkty l4tkové vymé&ny - kyslié-
nik uhli&ity, dals$f{ metabolity a teplo.

Je snaha optimalizovat tento p;oces ve smdru maximdlniho hromad&ni kyseliny citronové
tak, aby v co nejkrat¥fm Sase se z pY¥itomného cukru p¥em&nilo maximdln{ mnoZstvi cukru
na kyselinu citrénovou. v

Je zndmo, %e o Usp&¥ném prib&hu konverze cukrd na kyselinu citrénovou rozhoduje
pod4atd&ni fize procesu, ve kterém se formuje mycelium produk&niho mikroorganismu vhodné
morfologické struktury a vysoké biochemické aktivity..Pokud se nepoda¥f v Uvodnim stddiu
pripravit takovyto biologicky materidl, ani optimdlni podminky v dal8ich fdzich procesu
nemohou vyrazné zlepSit pribé&h fermenta&niho procesu, nepodaif{ se dosdhnout vysokou produkci
kyseliny citrénové. Dosavadni postupy se sout¥edily p¥edevZim na Zlecht&ni a vyb&r vysoko-
produk&nich kmen (&sl. AO 201 807, AO 217 928, AO 217 939), piipravu vegetativniho inokula
(8sl. A0 209 715), dodr¥eni optim&lnich bioinZenyrskych parametrd, jako optimdlni obvodovd
rychlost michadla (&sl. AC 191 098), optimdlnf koncentrace rozpu$téného kyslfku (patent
PLR &. 121 786), optimidln{ rychlost lamindrniho proudéni vzduchu, geometrické uspo¥&dani
michaciho systému atd.

Nevyhodou t&chto postuplt je, %e nepokryvaji vSechny moZnosti vyp&stovat vysokoaktivni
produk&ni biologicky materidl.

Tyto nevyhody odstrafuje zplisob podle vyndlezu, jehoZ podstatcu je, %e mnoZstvi
ptivadéného 0, v potatedn! ristové f4zi fermentainiho procesu., tj. od 0 do 24 hod je »
10 aZz 30 mg 02 l_1 min_l. Prib&h fermentace se reguluje p¥itokem vzduchu kterym se fermentor
b&hem celého procesu provzdu¥iuje. Fermenta®nf proces miZe p¥itom probfhat vsddkovym

i p¥itokovym zplsobem.

Produk&ni mikroorganismus Aspergillus niger rostouci ve form& difdzniho mycelia
anebo ve formd& vlodek p¥i dychéni spot¥ebovdvd nejen kyslik rozpufté&ny v médiu, ale i
kysli¥nik p#itomny p¥imo v bublinkéch vzduchu tou &&sti hyfy, kterd neni bezprost¥edn&
v daném okamZiku sm&&end médiem. Dale se vyuZivd vlastnosti produkéni houby, regulovat
aktivitu glykolytickych‘enzymﬁ b&hem aerace kultury v produk&nim médiu.

Regula&ni mechanismus, ktery z&vis{ na koncentraci kysliku, v- aerovaném médiu u hub
je nejvyrazn&jsf u kvasinek, kde byl poprvé pozorovdn Pasteurem a podle n&ho i nazvén
jako Pasteurtv efekt. Mechanismus tohoto efektu se vysvé&tluje ndsledovné&:

a) V podmikdch anaerobidézy u hub jednotlivé biosyntetické drahy jako glykolgza,
resp. dychacl Fet&zec sout&%f o substrdt, kterym je adenosindifosfAdt (ADP) a anorg. fosfit
(Pi). PYi aerobnim procesu je potfebné 20x vice ADP a Pi ne% p¥i anaerobnim procesu. Proto

aerobni proces potla&uje glykolyzu.

b) V podminkich anaerobidzy, resp. aerobibzy plsobf allostericky na aktivitu fosfo-
fruktokindzy (kli%ov§y enzym glykolytické dr&hy) adenosintrifosfét (ATP) a adenosinmonofosfit
(AMP) . Aktivita tohoto enzymu se v p¥ftomnosti ATP sniZuje, zatimco v p¥itomnosti AMP
zvy¥uje, takie vyslednd katalytickd aktivita z&visi na poméru aktudlni koncentrace ATP/AMP.
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Tato zdvislost je za anaerobnich podminek mald, za aerobnich podmfnek naproti tomu
velkd. Za zvyBené anaerobi6zy bude mit proto fosfofruktiondza vy3%{ aktivitu ne% za aerobidzy.
mit proto fosfofruktiokindza vy%8{ aktivitu ne%¥ za aerobidzy.

I kdy% mikroskopickd vl1&knit4 houba Aspergillus niger je striktni aerob, tyto regulaéni
mechanismy plati v ur®itém rozsahu i pro tyto buiky.

Je znémo, %e v procesu biosyntézy a hromad&ni kyseliny citrénové v médiu je bezpodmin&¥nd
nutné, aby enzymy glykolytického cyklu byly vysoko aktivni, protofe pravd tyto katalyzuj{
pfem&nu trojuhlikatych slou¥enin na pyruvdt, resp. acetylkoenzym A, které jsou bezprost¥ed-
nimi prekurzory syntézy kyseliny citrodnové.

Vyhodou postupu podle vyndlezu je skutednost, ¥e omezenim dfchéni v mladém produk&nim
myceliu regulaci pfitoku vzduchu ve fermentoru v poddtednfch f4zich procesu je mo¥no
stimulovat glykolyzu u existujicfch bun&k a syntézu glykolytickych enzymi u rostoucich
bun&k, &im¥ se vytvo¥{ produk®ni médium A. niger . o vysoké biochemické aktivit® pro produkci
kyseliny citrdnové.

Tuto skutelnost lze vyuZit diky poznatku podle kterého Aspergillus niger b&hem fermen-
tace kyseliny citrbénové spot¥ebovav4 kyslfk nejen z média, ve kterém je rozpultény, ale
i p¥imo z drobngch bublinek vzduchu, které jsou v dob¥e dispergovangch systémech ve vysoké
koncentraci. Tento poznatek se ziskal teoretickym vypoltem i z nam&Yenych Gdajl. Oxidace
glukbzy na kyselinu citrénovou probihd podle nésledujici stechiometrie:

2 C.H,,0 + 30

—
68129 2 C.H,0

2 6877

Podle této stechiometrie je pro vznik 1 kg kyseliny citrdnové zapot¥ebi 0,5 kg 0,.

KdyZ nebereme v tvahu, Ze b&hem fermentace se kyslik spot¥ebovdvd i na oxidaci glukodzy,
ze které veznikajf jiné produkty (co,, oxosloudeniny jako prekurzory biomasy) je pot¥ebné
dodat produk&ni kultu¥e b&hem fermentace primé&rn& 15,6 mol 0, msh—l. Maximdlni hodnota
v modelovém pokuse byla stanovena 46,2 mol 0, m3h—l. Maximdln{ hodnota p¥enosu 0, do

média se viak zjistila jen 10 mol mh™l,

Z uvedenych Gdajd vyplyvéa, Ze rozdil mezi hodnotami 46,2 resp. 15,6 a hodnotou 10
predstavuje kyslik vyjdd¥eny v mol m3h“1 spot¥ebovany hyfami produk&niho mycelia p¥imo
+ bublinkami dispergovaného vzduchu.

% uvedenych pifikladl je z¥ejmé, Ze kyslik, ktery vyuZiv4d A. niger v prib&hu fermentace
kyseliny citronové se dostdvd do bun&k nejen z média, ve kterém je rozpudtdny, ale i
p¥imo z plynné féze difuzi pres tenky kapalny f£ilm ulpfvajfci na bund&né st&nd hyfy,
kterd v daném okamZiku neni smidlend médiem, ale vydnivd do bubliny mikroskopickych rozmé&ri.

Produk®ni mikroorganismus Aspergillus niger vyuZiv4 nejen 0, rozpu$tény v médiu,
ale i p¥i{mo z plynné fAze z bublinek vzduchu, &imZ lze omezit vzdudn&n{ v rlstové fazi
fermenta®nfiho procesu na 10 a% 30 mg 02/1-1/min_1 a tak stimulovat aktivitu kliéového
enzymu glykolyzy-fosfofruktokindzy, &¢ImZ dojde k nahromadéni prekurzovi vyuZivangch ve
vlastnf produk&nf{ fazi k tvorb& produktu - kyseliny citrdnové.

P¥iklady vyroby kyseliny citrdnové podle vynédlezu:
P¥F{klad 1
K p¥ipravé inokula v inokula&nim tanku se pouZfvaji spdéry houby A. niger S 591 600

rostouci{ na obilkdch pSenice (&sl. AO 209 715). Promyté a pova¥ené obilky p#enice se
rozpust{ do 100 ml Erlenmayerovych ban&k po 15 ml, vysterilizujf a okuj{ suspenzi spbr




255250 ]

houby ziskané smytim vysporulované kultury na agarové médium sterilni destilovanou vodou.

Po vysporulovdni A. niger na pSenici (10 dnf) se tato kultura poufije k nao¥kovan{ 24 1

méd;a n&sledujiciho slo¥enf: 14% glukdzy nebo sachardzy, 0,25% NH4NO3, 0,025% Mg504.7H20,
0,1% KH2P04, 0,1% rozp. Skrobu, 0,0001% ZnSO4.7H20, 0,0002% CuSOA.SHZO, 0,00065% FeCl3.

Ot4&ky michadla 400 ot/min, mnoZstvi vh&n&ného vzduchu 6 1l/min, teplota 28 a%¥ 30 oC,

doba kultivace 40 a¥ 48 hod. Vyrostlé médium je v lehce soudrinych peletéch a péuiije

se v mno¥stvi 2,5-5% k nao&kovani sterilnfho fermetadnfho média tohoto sloZeni: 10% 'glukézy,

0,08% NH4CI, 0,1% mo&oviny, 0,05% MgSO4.7H20, 0,016% KH2PO4, 0,007% KC1l, 0,002% MnSO4.7H20,

0,001% ZND04.7H20, 0,001% FeSO4.7H20, pH média 3,5. ’ o

viastn{ fermentace probfh& ve 75 1 nerezovém fermentoru s 50 1 fermenta&nfho média
p¥i 28 aZ 30 OCc. Fermentor je opatfen mechanickym michadlen \vlopatkov4 turbina s délicim
kotoudem) a 4 zard¥kami u st®n fermentoru. Ot&¥¥ michadla 666 ot/min-l. vzdu¥néni 0 a?
8 hod. 5 1/min ti. 30 mg 0,/17'/min™', 8 a% 16 nod. 4 l/min tj. 24 mg 0,/17 /min"t,
16 a% 24 hod. 2 1/min tj. 12 mg 0,/17 /min™', 24 a% 30 hod. 8 1/min tj. 48 mg 0,/17 /min"?,
30 aZ 108 hod. 20 1/min/120" mg 02/1‘1(min'1). vgté¥ek kyseliny citrdnové 95,2% na piedlo¥eny
cukr.

Pro srovnéni jé uveden vyt&¥ek kyseliny citrdnové dosaZeny za stejnych podminek
pouze s ti{m rozdilem, %e vzduin&n{ po celou dobu fermentace bylo 10 1/min. tzn., Ze se
dodava 60 mg Oz/l/min po celou dobu fermentace. V§t&Zek kyseliny citrénové v tomto p¥ipad&
se pohybuje mezi 75 a¥ 80 g/l, tzn., Ze podle nového zplisobu se dosdhne zvgSeni o 15 a%
20 %.

P¥{f{klad 2
p¥iprava inokula jako v p¥ikladu 1.

Fermentadn{ médium obsahuje misto 10% glukézy 15% sachardzy. Fermentace probihd
v 250 1 nerezovém fermentaru s centr&lnim umist&nym mechanickym michadlem (6lopatkové
turbina s d&lfgim kotouZem). Fermentor obsahuje 152 1 ferment. média, Obrétky michadla
b&hem fermentace 400 ot/min"!. vzdu¥n&nf se zvy#uje od 6 l/min tj. 12 mg 02/1—1/min-1/prvnich
8 hod. 30 hod. a a¥ do 50 1/min/99 mg 02/1-1/min_l/od 30. hod. do konce fermentace. Vyt&fek
kyseliny citronové ve 120 hod. byl 135 g kyseliny citronoyé na litr média, tj. 90% na
pitedloZeny cukr.

P¥{f{klad 3
P¥iprava inokula jako v p¥ikladu 1.

Fermentadnf médium obsahuje #epnou melasu nafedénou na 15% obsah cukru. Celkové
mno¥stvi melasy se rozd¥l{f na 4 df{ly, podobn& jako dadvka hexakyanofeleznatanu draselného.
Do 250 1 fermentoru se napusti 80 1 podkladové vody, kterd se oh¥eje na 95 Oc a prid4
se prvni afl melasy a prvni dafl hexakyanofeleznatanu a opét se zahfeje na 95 . pH se
upravi pomoci H,50, na 5,2 a nechd se vydrZz 10 min. Poté se p¥idd druhy dil‘melasy a
hexakyanofeleznatanu, zahfeje na 95 ©c.s 10 minutovou vydr¥i. Stejnd prob{hé pridéni
3. a 4. dilu. Po p¥iddni posledniho dflu s 10 min. vgdri{ se p¥id4 0,06 % kyseliny fosfore&né
a médium se dopln{ na %4dany objem, v nalem p¥f{pad& na 152,1. Po 10 min michdni se pH
upravi na 6,65 a hladina volného hexakyanoZeleznatanu draselného se upravi tak, aby nebyla
ni%%{ neZ 200 pg/ml. Fermentace probihd p¥i 30 9c. obr&tky michadla b&hem fermentace
400 ot/min~}, vzduZn&n{ se zvysuje od 6 1/min tj. 12 mg 02/1-1/min_1/p;vnich 8 hod.
a¥ 30 hod. a a% do 50 l/min tj. 99 mgozll-llmin-ll od 30 hod. do kdnce fermentace.

vyt&¥ek kyseliny citrénové ve 120 hod. byl 120 g kyseliny citrénové na litr média,
tj. 80% na ptedlofeny cukr v melase. -
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PREDMET VYNALEZU

zplsob vfroby kyseliny citrénové submersnf fermentaci houbou Aspergillus niger vyznade-
ny tim, %e mno¥stvi p¥ivadé&ného 0, v po&dtedni ristové fazi fermenta®niho procesu, tj.
0d 0 do 24 h. je 10 a% 30 mg 0, 17 min~l. :
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