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Sposób otrzymywania kwasów giberelinowych za pomocą fermentacji

Frzedtmioteim wynalazku jest sposób otrzymywa¬
nia kwasów giberelimowych drogą fermentacji, za
pomocą grzyba Gibberella fujikuroi.

Gibereliny, wytwarzane pirzez, miuitanJty szczepu
grzyba Gibberella fujikuroi, przyśpieszają wzrost
kwitnienie i owocowanlie wielu roślin oraz przy¬
spieszają kiełkowanie nasion, np. jęczmienia. Z te¬
go też względu, preparaty zawierające kwasy gi-
berelinjowe znajdują szerokie zastosowanie w rol¬
nictwie, ogrodnictwie, przemyśle fermentacyj¬
nym i innych.

Znane sposoby ibioicheimicznego otrzymywania
kwasów giibereiinowych polegają na prowadzeniu
procesu fermentacji ma pożywlkach o różnym skła¬
dzie. Tak :np. według austriackiego opisu patento¬
wego nr 209839 stosuje isdę pożywkę, zawierającą
glukozę, azotan amonu, fosforan potasu, siarczan
magnezu oraz dodatek mieszaniiny, składającej się
z siarczanu żelazawego, siarczanu miedziowego,
siarczanu cymku, siarczanu manganawego oraz
molibtenianu potasu. Według opisu patentowego,
Niemieckiej Republiki Federalnej nr 1081402 jako
pożywkę stosuje się odciek melasy cukrowej, za¬
wierający w 1 litrze 18 g substancji redukującej,
w przeliczeniu na glukozę, 4,2 g azotu oraz 0,14 g
P205, przy czym pożywka ita ma pH = 4,9.

•Spoisólb według wynalazku umożliwia przyspie¬
szenie przebiegu procesu otrzymywania kwasów
gibereliimowych diroigą fermentacji, uzyskiwanie
większej wydajności procesu, przy równoczesnym

obniżeniu jednosttikowego zużycia energii w porów¬
naniu ze znanymi sposobami.

Zgodnie z, wynalazkiem zarówno do fermenta¬
cji dla przygotowania materiału szczepiennego,

5 jak i do fermentacji głównej, jako jeden ze skład¬
ników pożywki, będącej źródłem węgla, stosuje
się przemysłowe odpadki dekstranu o dużej za¬
wartości fruktozy, a jako źródło azotu stosuje się
częściowo zhydrolizowaną grzybnię grzyba Gib-

io berella fujikuroi oraz związki amonowe, zwłasz¬
cza siarczan amonowy lub amoniak. Przemysłowe
odpadki dekstranu zawierają średnio około 10 g
suchej substancji w 100 ml. a w tym około 8,2 g
fruktozy 1,5 g dekstranu, 0,3 g soli mineralnych

15 oraz substancje białkowe, przy czym zawartość
azotu wynosi koło 0,047 g, zaś pH oolpadów = o-
koło 4,8.

Dalszą [podstawową cechą sposobu według wy-
20 nalazku jest to, że początkowe pH pożywki w o-

bu fazach fermentacji nastawia się przez dodanie
substancji buforowej tak, aby zawierało się w
granicach 2,5—6,5, a najlepiej około 4,3^,4. Jako
substancję buforową stosuje isię mieszaninę kwa-

25 su organicznego, zwłaszcza kwasu winowego,
kwasu mlekowego lub kwasu octowego, z wodo¬
rotlenkiem amonowym. Stosunek ilościowy obu
składników mieszaniny buforowej zależy cd po¬
czątkowej wartości pH, przygotowywanej brzecz-

30 ki. Dalsza fermentacja odbywa się przy zmień-
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nym pH, zależnie od rodzaju pożywki i stopnia
napowietrzania brzeczki.

W początkowej fazie procesu temperatura
brzeczki wynosi około 27—28°Q, jednakże zgod¬
nie z wynalazkiem, w celu właściwego przygoto¬
wania materiału szożepiennego do fermentacji
głównej, fermentację materiału szczepiennego
pmawato się regulując temperaturę w poszcze¬
gólnych fazach rozwoju grzybni. Szczególnie ko¬
rzystne okazało isię dwukrotne, skokowe obni¬
żanie temperatury fermentacji, a mianowioie o
8—10°C, gdy pH pożywki wzrośnie o około 0,6
ponad pH początkowe oraz o 4—6°C, gdy tempe¬
ratura brzeczki podniesie się ponownie do tempe¬
ratury wyjściowej, to jeat 27—28CC.

Rozpoczynając fermentację materiału szczepień-
nego, do brzeczki wprowadza się powietrze jało¬
we w ilości przeważnie około 0,6 litra na 1 Ktr
brzeczki, zaś na początku fermentacji głównej —
około 0,33-litra powietrza na 1 litr brzeczki, przy
czym zgodnie z wynalazkiem w miarę postępu
obu faz procesu zwiększa się ilość doprowadzane¬
go powietrza tak, aby pod koniec każdej fazy
była dwukrotnie większa niż na początku. Fer¬
mentację główną prowadzi się w kilku tankach,
połączonych szeregowo, przy czym powie/ferze wy¬
pływające z jednego tanku wykorzystuje się do
napowietrzania następnego. Pozwala to na znacz¬
ne obniżenie jednostkowego zużycia energii.

Sposób według wynalazku jest bliżej wyjaś¬
niony w poniższym przykładzie.

Przykład. Przygotowanie materiału szcze-
piemnego. Do aparatu o pojemności 300 litrów,
wykonanego z kwasoodpornej stali, wprowadzo¬
no 250 litrów pożywki o następującym slkładziie
w procentach d)o ciężaru brzeczki:

skrobia — 4%
wyciąg namoku kukurydzy — 1,25%
zhydrolizowana grzybnia grzyba
Gibberella fujikuroi — 0,1% ,
przemysłowe odpady dekstranu —0,625%

# siarczan amonowy — 04%
ortofosforan jednopotasowy — 0,05%
smalec — M%
olej sojowy — 0,15%
woda do 250 litrów

Do tak przygotowanej pożywki, mającej pH =
4,1, dodano następnie mieszaninę buforową w po¬
staci wodnego roztworu kwasu winowego i wo¬
dy amoniakalnej, mającego pH = 4,7. W* celu do¬
prowadzenia pH brzeczki do 4,3 dodano tyle mie¬
szaniny buforowej, że zawartość kwasu winowego
w gotowej brzeczce wynosiła 0,067% w stosunku
do ciężaru brzeczki. Przygotowaną w ten sposób
brzeczkę sterylizowano przez 45 minut w tempera¬
turze 115—120°C, a następnie ochłodzono do tempe¬
ratury 27°C i zaszczepiono dwoma litrami uprzed¬
nio przygotowanego „inoculum,, grzyba Gibberella
fujikuroi. Fermentację prowadzono 30 godzin,
przy ciągłym przepływie powietrza przez brzeczkę
i intensywnym mieszaniu. W ciągu pierwszych
sześciu godzin wyprowadzano 150 litrów powietrza
na minutę, w ciągu dalszych sześciu — 175 l/min,

a następnie zwiększano stopniowo do 300 l/min. Po
17 godzinach fermentacji pH wzrosło o 0,5 i wów¬
czas oziębiono szybko zawartość aparatu do 18°C.
Po wypuszczeniu czynnika chłodzącego z płaszcza

5 aparatu temperatura grzybni wzrastała samoistnie
i następował dalszy, powolny wzrost pH. Po około
23 godzinach od początku fermentacji temperatura
w aparacie wzrosła do około 25°C, zaś pH pożywki
do 6;8 i wówczas ponownie ochłodzono zawartość

io aparatu do 21°C, co spowodowało dalszy, powolny
wzrost pH przy intensywnym gęstnieniu grzybni.
Po 30 godzinach zakończono proces, otrzymując gę¬
stą grzybnię Gibberella fujikuroi o pH około 7,3,
stanowiącą materiał szczepienny do fermentacji

15 głównej. I

Fermentacja główna. Proces fermentacja głów¬
nej pirowadzonio w dwóch tamkach o pojemności
oo 6000 litrów, sprzężonych rurociągiem powie-

20 trznym, łączącym króoiec powietrza, wychodzące¬
go z pierwszego fermentatora z bełkotką drugie¬
go fermentatora. Do pierwszego tanku wprowa¬
dzono 4500 litrów, a do drugiego 4000 litrów

25 pożywki o wyżej podanym składzie i o pH = 4,3.
Pożywkę w obu tankach sterylizowano przez
45 minut w temperaturze około 115'C i na¬

stępnie ochłodzono do 28°C i zaszczepiono uprzed¬
nio przygotowanym materiałem szczepiennym w30

ilości około 120 litrów na każdy tank, po czym 'ot¬
warto dopływ jałowego powietrza i uruchomiono
mieszadło. Przez pierwsze 12 godzin fermentacji
wprowadzono 1500 litrów powietrza na minutę,

35 przez dalsze 12 godzin 2250 l/min, a następnie 3000
l/min tak, że pH pożywki ulegało następującym
zmianom:

po 10—16 godzinach fermentacji pH wyniosło 4,0—4,2

40 po U—19 „ „ „ » 4,3—4,5
po 20—22 „ „ „ „ 3,2—3,1
ponad 22 godziny „ „ „ 3,1—2,9.

Fermentację zakończono po 105 godzinach od
45 momentu zaszczepienia tanków i zawartość fer-

mentatorów odsączono na prasach filtracyjnych.
Otrzymano 1,1 g kwasów giberelinowych na litr
brzeczki, oznaczonych metodą fluorometryczną.
Kwasy te wyodrębniono w znany sposób przez ad-

50 sorpcję na węglu aktywnym, eluację i krystaliza¬
cję. Odsączoną grzybnię poddano częściowej hy¬
drolizie i stosowano jako jeden ze składników do
następnej fermentacji.

55
Zastrzeżenia patentowe

L Sposób otrzymywania kwasów giberelinowych
na drodze fermentacji za pomocą grzyba Gib¬
berella fujikuiroi, znamienny itym, że podczas

60 fermentacji w celu przygotowania materiału
szczepiennego dla fermentacji głównej, jak i
podczas fermentacji głównej, jako jeclen ze
składników pożywki, będącej źródłem węgla.

C5 stosuje się przemysłowe odpadki dekstranu,
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a zwłaszcza odpadki zawierające w 100 ml
roztworu około 8 g firukijozy, a jako pożyw¬
kę azotową stosuje się częściowo zhydroli-
zowaną grzybnię grzyba Gibbeirella fujiku-
roi oraz * związki amonowe, najlepiej, siar¬
czan amonowy lub amoniak, przy czym po¬
czątkowe pH brzeczki w obu fazach fermen¬
tacji nastawia się przez dodatek substancji bu¬
forowej w postaci mieszaniny organicznego
kwasu, zwłaszcza kwasu winowego, kwasu mle¬
kowego lub kwasu octowego, z wodorotlenkiem
amonowym tak, aby zawierało się w granicach
2,5—6,5, a najlepiej około 4,3—4,4 i obie fazy
fermentacji prowadzi się przy zmiennym pH, a
temperaturę brzeczki, wynoszącą w obu fazach
początkowo około 27—28°C, zmienia się w posz¬
czególnych fazach rozwoju grzybni podczas fer¬
mentacji materiału szczepiennego, zwłaszcza ob-
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niżając ją skokowo raz o około 8—10°C, gdy pH
pożywki wzrośnie o około 0,6 powyżej początko¬
wego i drugi raz o około 4—6°C, gdy temperatu¬
ra brzeczki podniesie się ponownie do tempera-

5 tury początkowej, przy czym ilość wprowadza¬
nego powietrza jałowego, wynosząca na począt¬
ku fermentacji materiału szczepiennego najle¬
piej około 0,6 litra, zaś na początku fermentacji
głównej około 0,33 litra na 1 litr brzeczki,

10 zwiększa się w miarę postępu procesu tak, aby
pod koniec każdej fazy była dwukrotnie więk¬
sza niż na początku.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
fermentację główną prowadzi się w kilku fer-

15 mentatorach połączonych szeregowo^ przy czym
powietrze, wypływające z jednego fermentato-
ra, wykorzystuje się do napowietrzania następ¬
nego.

2088. RSW „Prasa", Kielce. Nakł. 250 egz.
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