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(57) Das Ziel der Erfindung lesteht darin, bakterielle Infektionen,

. die bei dem pH-Optirium der Zitronensdure-Synthese von 5 bis 6
-auftreten, zu beseitigen oder zu begrenzen. ErfindungsgemiB wird das
Wachstum der Eefen in einem pH-Bereich zwischen 5 und 6 bevorzugt
durch eine Puffersubstanz, wie z.B. CaCO3, gehalten, wihrend er
in der nachlogarithmischen Phase auf 2 bis 3 bevorzugt durch die
Eigensduerung fiir einen l&ngeren Zeitraum gesenkt wird, wodurch die
weniger sduretoleranten Bakterien inaktiviert werden. Die Erfindung
‘ist flir die Herstellung von Zitronensdure mit Hefen anwendbar.
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Titel -

Verfahren zur Herstellung von Zitronensiure durch Hefen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung geh&rt in das Gebiet .der mikrobiellen Pro-
duktsynthese, in die IPK V 12 D,

Die Erfindung kann genutzt werden, um bei der Herstellung
von Zitrat und/oder Isozitrat durch Hefen, unter aeroben,
submersen Bedingungen aus verschiedenartigen Kohlenstoff-
quellen, wie Glukose, Saccharose, n-Alkanen, Athanol oder
Essigsture nach diskontinuierlicher oder semikontinuier-
licher Betriebsweise bakterielle Infektionen zu ver-

‘ringern odexr zu vermeiden,

Bekennte technische Losungen

Zitronensdure wird seit iiber fiinfzig Jahren durch oxide-
tive Gérung des Pilzes Aspergillus nigér aus saccharose-
haltigen Losungen, wie Melasse oder aus Glukoseltsungen
gewonnen, Seltdem es bekannt geworden ist, 4aB auch be-
stimnte Hefen Zitronensfure - meist zusammen mit Iso~
zitronensdure -~ in relativ groBSer Menge unsscheiden konnen
und dafB als~Koh1enstofquelle nebenASacchariden‘auch
Kohlenwasserstoffe, wie n-iAlkane von einer Kettenlénge
Cyp bis etwa CQC’ Athancl oder Essigsiure geelgnet sind
(Tabuchi, T. Tanaka, ¥, Abe: J, Agr., Chem. Soc. Jap. 43,
154 (1969); Abe, M. Tabuchi, Y.: J. Agr. Chem. Soc, Jap.
44, 493 (1970), sind in zahlreichen Patentén unter~
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schiedliche Wege zur Herstellung von Zitronensiure mit
HeTen beschrieben worden (DE-0S 2005848), (DE-0S 2028933),
(DE-0S 2109094 ). v
Besonders hohe Produktausbeuten wurden mit Stimmen der
Hefeart Candida 1ip01ytica erzielt (DE~-0S 2050361;

JA 72/24,152 29,10,69/4.7.72)., Aber auch iiber die Ge=
winnuhg leistungsféhiger Mutanten wurde berichtet, wobei
das Hauptziel die Unterdriickung der Isozitratsynthese

ist (DE-0S 2264764, DE-0S 2521469).

Die Fermentation kann diskontinuierlich, semikontinuier-
lich oder auch kontinuierlich durchgefiihrt werden

(DE-0S 2360091).

Typisch fiir den Verlauf einer diskontinuierlichen Zitronen=-
siurefermentation ist die Trennung von Wachstums- und
Produktbiliungsphase. Produktbildung setzt erst ein, wenn
das Wachstam zum Erliegen kommt, was allgemein durch Aus=-
zehren der N-Quelle erreicht wird. ‘ ,
Die Wachstumsphase dauert etwa 18 bis 24 Stunden, die Pro=-
duktionsphase bis zu 6 bis 7 Tagen., Das pH~Optimum fiir

das Wachstum liegt allgemein zwischen 4 und 5, pH-Werte
bis hinunter zu 2,5 werden von Hefen héufig toleriert,
ohne daf allerdings noch Wachstum auftritt (A.H. Cook:

The Chemistry and Biology of Yeasts, S. 304, Academic
press, New York, 1958), _ .

Das pH=Optimum fiir die Produktbildung liegt zwischen pH 5
und 6,5 (Nakanishi, T, et al,, J. Ferm. Technol. 50,

S 855 (1972)), obwohl ein Hefestamm beschrieben vurde,

der bis hinunter zu einem pH-Veri von 2 noch produktiv

- bleibt (DE~0S 2134826),

Wird widhrend der Proauktlonsphase der pH-Wert unter 4, auf
etwa 3,5 gesenkt tritt eine Verringevrung der Zitronen-
s8ureakkumulation zugunsten von Polyolausscheidung ein.



Grundsidtzlich wird unter aeroben, submersen Bedinéuﬁgen

. bei Temperaturen um 30 °¢ fermentiert, .

Der Nachteil der in iiblicher Weise durchgefiihrten dis-
kontinuierlichen und semikontinuierlichen Verfahren

liegt in der Gefahr des Auswachsens bakterieller In-
fektionen, Durch die Notwendigkeit, die Stickstoffquelle -
auszehren zu miissen, um den Stillstand des Wachstums zu
erreichen, wird die nachlogarithmische Phase des Wachs-
tums stark verléngert, so daB fiir schnellwilichsige bak-~
terielle Infektionen die Gelegenheit einer starken Ver-
mehrung gegeben ist, Besonders bei semikontinuierlichen
Verfahren, wo nicht mit neu geziichteten Kulturen ange~
impft wir%, sondern wo ein Rest der'ausfermentierten Pro~
duktionskultur im Fermentor als Impfl¥sung belassen wird
(meist 1/10 des Fiillvolumens), ist die Unterdriickung des
Wachstums von Fremdorganismen - als solche kommen hier
nur Bakterien in Betracht ~ von besonderer Bedeutung,

Bei semikontinuierlicher Betriebsweise wiirde eine Infek-
tion mit Fremdorganismen den Abbruch der Fermentation er-
forderlich machen.

Ziel der FErfindung

~ Bs ist daher das Ziel der vorliegenden Erfindung, MaBnahmen -
vorzuschlagen, die bei diskontinuierlichen oder semikon-
tinuierlichen Verfshren das Auswachsen von Bakterien ver-
hindern. .

Merkmalé der Frfindung

Erfindungsgemd wird das Ziel dadurch erreicht, daB etwa
bei Beendigung der logarithmischen Wechstumsphase der
pli~-Wert der Lusung gesenkt wird, wodurch die weniger siure-
toleranten Bakterien im Wachstum gehemmt oder gar gesché-
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digt werden, Zweckméﬁigerﬁéise wird die Senkung des .
pH-Wertes durch die physiologische Sduerung und durch
die nachfolgende Eigens&uerung, bedingt duroh,d+e Auga.
scheidung von Zitronen- und Isozitronensdure, erreicht,
Die Bestandteile des N&hrmediums mﬁésen daher s0 gewdhlt
sein, daB die Pufferkapazitét in der nachlogarithmischen
Phase so gering isf, daB eine S&duerung des Mediums nicht
verhindert wird, ZweckméBigerweise werden fiir die Cewihr-
leistung des pH-Optimums fiir das Wachstum wihrend der
logarithmischen Phase (pH 4) und fiir die Abéenkung des
pH~Wertes in der nachlogarithmischen Phase solche Ver-
bindungén gewghlt, die essentielle Bestandteile des Nihr-
mediums sind und deren Virkungsweise im Sinne der vor-
liegenden Erfindung keinerlei zusétzlicher Manipulationen
bedarf. Solche Verbindungen sind z.B. Kalziumsalze, wie
CaCOB; Eine bestimmte Menge an CaCQ3 verhindert wihrend
des logarithmischen Wachstums das Absinken des pH-Wertes;
die Menge muB sber so gewdhlt sein, daB in der nachloga-
rithmischen Phase der pH-Wert langsam f&llt, jedoch in
einem Bereich bleibt, der die Aktivitit der Produktions-
hefen nicht gefihrdet, Dieser Bereich liegt zwischen 2,0

R

und 3,5. Er kann jedoch bei besonders siuretoleranten
Hefen noch tiefer liegen. Die vorzulegende Menge an Ca-
Ionen wird von vielerlei Faktoren bestimmt, wie Menge der
Biomasse, MaB der physiologischen S&verung (das von den
freisetzbaren Katlonen der Bestandteile der Néhrsalze
abhéngt), erwunschter End-pH-Wert u.,a. Durch experimen-
telle Untersuchungen 158t sich die vorzulegende Menge des
Kalziumsalzes oder eines anderen im Sinne der Erfindung
wirkenden Salzes unschwer bestimmen, (z.B. 0,1 bis 0,5 %,
bevorzugt 0,2 bis 0,3 %, bezogen auf 10 g Hefetrocken-
substanz), Es ist durchaus im Sinne der. Erfindung, auch
durch Zugabe einer SHure den gewinschten pH-Wert einzu-
stellen, wobei hierfiir nicht nur Minerals auren, sondern
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auch die produzierten SZuren selbst oder andere orga-

- nische S&uren dienen konnen, Die Phase des erniedrigten
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pH-Wertes betrigt ca, 0,5 bis10 Stunden.

An nachfdlgendem Beispiel wird die Erfindung nsher
erldutert. '

Beispiel:

Stamm: Candida lipolytica

Medium (fiir etwa 10 g/1 Biomasse): NH401 3,0 g;

CaCO3 2,5 g3 KH2P04 0,8 g; MgSO4 0,4 g; CuSO4 e 5 H20

0,04 g; ZnCl2 0,018 g3 MnSO4 e 4 HZO 0,03 gauf 11

wurden mit Leitungswasser aufgefiillt., Zu 1 1 Medium
wurden 160 ml n-Alkane ("Parex, C,q bis 019, bevorzugt

013 bis 016) gegeben,

Das Medium wurde bei 120 °C 30 min erhitzt, Nach dem Er-~
kalten wurde auf 1 1 wiBrige LUsung 1 mg Thiamin-HC1,

als wdBrige Losung durch Filtration sterilisert, ge-
geben, Der pH-Wert liegt nach der Sterilisation bei 6,0._J
Kultivierung: In einen sterilisierten 2C0 1 Rilhrfermentor
wurden 160 1 Medium unter aseptischen Bedingungen gefilillt
und mit 10 ) einer 24 Stunden gewachsenen Kultur (Medium
wie oben beschrieben, lediglich der Paraffinanteil auf

30 m1/1 reduziert) beimpft., Die Temperatur wurde bei

30 °¢ (£ 1 °C) gehalten, Der Iuftdurchsatz betrug 10 m/h.
Die logarithmische Phase des Wachstums war nach 12 Stunden
beendet., Wihrend dieser Zeit blieb der pH-Wert bei 6

bis 6,2 und fiel danach innerhalb von 12 Stunden auf 2,3.
Auf dieser Stufe wurde der pH-VWert fiir weitere 4 Stunden
belassen, Piir eine optimale Zitronen-Isozitronensture-
ausscheldung wurde der pH,Wertvauf_5,5‘gehoben und bei 5,2
durch 20% NaOH-Losung automatisch gehalten,

DLOK 40 /G4 0 o
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Patentanspruch

Verfahren zur Herstellung von Zitronensdure durch Hefen
aus verschiedenen Kohlenstoffquellen, wie Glukose,
n~Alkane, Azetat und Athanol, unter submersen, aeroben
Bedlngunger nach diskontinuierlicher oder semikontinu~

‘ierlicher Retrlebswelse, dadurch gekennzeichnet, daf

wéhrend deg logarithmischen Wachstums der pH-Wert durch
eine Puffersubstanz, vorzugswelse CdCO° in einer Konzen-
tration von 0,1 bis 0,5 %, bevorzugt O 2 bis 0,3 %,
berechnet fiir 10 g Hefebiomasse als Trockensubstanz,

im optimalen Bereich zwischen pH 5 und pH 6 gehalten
wird und in der nachlogarithmischen Phase des Wachstums
der pH-Wert fir einen Zeitraum zwischen 0,5 und 10 Stun-
den auf einen Bereich unter pH 4, vorzugsweise zwischen
pH 2 und pH 3 abgesenkt wird.
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