CESKOSLOVENSKA

SOCIALISTICKA
REPUBLIKA
(19)

LAY

URAD PRO VYNALEZY

A OBJEVY

POPIS VYNALEZU | 202 709

K AUTURSKEMU OSVEDCENi (1 _ (B1)

—
(23) Vystavai priorita

(61)

(22) Prihlaseno 30 12 77 (1) Int.Cl> ¢ 12 P 7/48
(21) PV 9116-77 . ,

(40) Zvefejnéno 30 05 80
(45) Vydéno ¢l 01 84

(75)

Autor vyndlezy SEICHERT LEOPOLD RNDr. CSc., PRAHA

’ MUSILKOVA MARIE RNDr., CSd., PRAHA /
FENCL ZDENEK RNDr. DrSc., PRAHA
UJCOVA EMMA RNDr. CSc., PRAHA

(54)

Zpisob vyroby kyseliny citronové submersnim fenmentaénim zpﬁsobem

zkvasovénim cukernych roztokd plisni Aspergillus niger

1

Vyndlez se tykd zplisobu vyroby kyseliny citronové submersnim fermentednim zpisobem

zkvadovdnim cukernfch roztokd plisai Aspergillus niger.

Pro submersni zpisob vyroby kyseliny citronové nelze poufit produkéni kmeny Asper-

gillus niger vhodné p¥i vyrob& zplsobem povrchovym a je nutno vySlechtit a aplikovat

kmeny nové - novd vySlechténé mutanty plisné Aspergillus niger. NevyPedenou otédzkou oviem

stdle zlstdvd pFisnd specificite v citlivosti jednotlivych mutent k zdkladnim podminkém

fermentace, bez jejichZ znalosti nelze pak dosdhnout ekonomické vyroby.

Tato skutednost vyluduje aplikovat stejnou technologii p#i pouZiti rdznfch produkd-

nich kment. Tek nap®. euto¥i S. M. Martin a W. K. Warers (Ing.Eng.Chem. 44, 2229/1952),

D, 8. Clark (Can. J. Microbiol. 8, 133/1962) nebo patent USA &, 3, 105015 pouZivajd

plisné rostouci ve formé pelet. V posledni dob& si stdle vice autori viimé vztahu mezi

morfologif plisn€ A. niger a produkci kyseliny citronové. A. Cimerman a sp. (Abst.V.Int.

Ferm.Sym., Berlin 1976, 405) se sna¥i o sniZeni velikosti pelet p¥iddnim rdzngch pfifoze-

nych polymerld a tim o zvyiSeni tvorby citronové kyseliny. V daldif prdeci (4th FEMS Sympo-

~ sium,Vienna,1977) pek sleduje morfologii plfsn¥ a# do konedné tvorby pelet, tj. do 74 h,
e bere ji jako indikétor produkce citronové kyseliny.

Nevyhody rdstu v peletdch spodivaji v tom, Ze proces je ndrodndjsi na Sas (o 2 af 3
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dny), je dosahovéne ni¥f vytd%nost (o 20 a¥ 30 %), Je vysoké spotieba O, (pomér kdpaliny
ku 0, je cca 2: 1),

Tyto nevyihody odstranuje zpisob vyroby kyseliny citronové podle vyndlesu, Jehoi
podstatou je, Ze se kultivuje mutante plisné Aspergillus niger 8 39Al_110¢end ve sbirce
mikroorgenismi CCF &. 1600, jeji¥ inokulum se nechd riast ve formé pelet a poté se piene-
ge do vlastniho fermentadniho tanku, kde se nechd rist difuend po celou dobu fermentace
p¥i podédtednim pH=5 a p¥L teploté 28 aZ 32 %¢ na kultivadni pid#, kterd obsahuje cukrovy
substrdt s vfhodou sacharosou v koncentraci 10 % aZ 20 % vdhovych.

Protoe p#i difusnim zpisobu fermentace dochdz{ k bezprost¥ednimu styku media se
viemi vldkny produkéni plisnd je fermenteini proces podstatné urychlen, je dosahovdno
vyssi vité¥nosti a Je snifena spotfeba subatrdtu pro viastni{ rdst produkdsiho mikroorga-
nismu. Proces nevyZaduje vysokou aeraci (pomér kyseliny ku 0, je oda 5311) & tim dochési
ke znednému snifen{ vlestnich nékladd ne energii a vyrobu. *

Difusni zpisob fermentace je umoZnén vliastnostmi nového vysokoprodwkiniho mikroorge-
nismu kmene Aspergillus niger, mutanta 8 59. Daldi velkou vyhodou uvedeného kmene Jje,
%e béhem procesu se vytvd¥{ minimdlni mnoZstvi vedlej¥ich kyselin (pouse ve stopéoh).

Déle je uveden p¥fklad kyseliny citronové podle vyndlezu.

P¥{lklad

P¥{prave inokula: Pou¥ijeme spor plisnd Aapergillua niger mutanty S 59 rostoucich
v Erlenmayerovych bankdch v objemu 100 ml obsshujfcich 15 ml nabobtnalyoch a povafenych
pdeni¥nych zrn. Obsshem 1 banky odkujeme 24 1 média néeledujiofho slo¥eni: 14 % sacha-
xzy, 0,25 % NH,NO,, 0,025 % MgSO, « T H0, 0,01 % KE,P0,, O, 01 % rozpustného #krobu,
0,0001 % ZnSO4 . 7H20. 0,0002 % CuBO . 5520, 0,00065 % F‘nCl . Otd48ky michadla 400 otéd-
Sek/min, mnofstvi vhéndného vzduchu 6 llm:l.n. teplota 28 af 30 °c, doba kultivaoo 35 af
40 hodin. Vyrostlé inokulum je v peletéch. Pi{prava fermentadniho médias Pripravime ste~
rilni fermentadnf médium o slofeni: 15 % saeharc;zy. 0,08 % m:l401, 0;1 mo&oviny,
0,05 % MgSO . TH0, O, 016 % anro4, 0,007 % KC1, 0,002 % nnso4 . 78,0, G, 001 %
MnSO, o 7320. 0,001 % FeSO4 . TH,0 & oSkujeme pil teplotd médie 30 e¥ 35 °%c3et5%
inokula.
Vliestnf fermentace: Nerezov§ fermentor s centréln¥ umisténim mechanickym michadlem
(6t1 lopatkové turbina s d¥licim kotouem) obsahuje 152 1 produkénfho fermentainiho
média. Obrétky michadla béhem prvich 48 hodin fermentace 300 otddek/min, ddle a¥ do kon-
ce fermentace 400 otédek/min. Mno¥stvi vhénného vzduchu 12 1/min, teplota 30 %, doba
fermentace 168 h. Rist mycelia je difueni umonujiol dosafeni vytdinosti 70 af 75 % na
vneseny cukr. Vedlejsi kyseliny jsou tvoFeny pouze ve stopdch.
V tabulce 1 je porovnin povrchovy zplsob fermentace a stévajici submersni zplsob fermen-
tace se submersni fermentaci dle vyndlezu pokud jde o néklady, dobu fermentace, vitéi-
nost, spotiebu alektrické energie atd. pro virobni jednotku s objemem vyroby cca
72 t/den.
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Tabulka 1
Povrchovd " Submersni{ fermentace Submersni
fermentace dle stdvajieiho stavu fermentace
techniky dle vyndlezu
Doba fermentace 9 dnd 7 and 4 dny
Vytéfnost . 70 % ' 70 % 80 %
Néklady:
1) Investidni néklady -
budovy ’ 57,0 25,6 25,6
za¥izeni Co 26,62 38,27 38,27
celkem - 83,62 63,87 S 63,87
2) virobni néklady
suroviny 10,76 12,70 12,70
elektr. energle - 0,90 10,40 3,20
nzdy _ 12,87 7490 7,90
celkem 24,53 31,00 23,80
3) rodni néklady »

. odpisy zefizeni 1,78 2,55 1,70
odpisy budov 1,90 0,85 : 0,60
vyrobni nékledy 24,53 31,00 24,00
celkem 28,21 34,40 26,30

Nap¥iklaed rodnf néklady poklesnou u submersai fermentsce ze 34,40 na 26,3 cenovyeh
Jednotek ve srovndni s 28,21 cenovych jednotek p#i povrehové virobd stsjiné kepaclty.
Mimoto zplisob podle vynilezu je z hlediska cukerného zdroje flexibilni & lze prote pou-
21t nejrizndjsi cukerné substrdty.

V tabulce uvedené ldaje jsou pFevzaty = Sasopisu Process Biochemistry, November 1977/
/Schierholt Je: Fermentation Processe for the Production of Citric Acid/.

PREDMET VYN'A’)‘LEZU

Zplisob v¥roby kyseliny citronové submersaim fermentadnfm zplegobem zkvadovénim cu-
kernjyoh roztokd plisnd Aspergillus niger, vyznadeny tim, Ze se kultivuje mutanta plisnd
Aspersill-ué niger S 59 uloZend ve sbirce mikroorganismi CCF &, 1600, Jeji% inokulum se .
nechd rdst ve formd pelet a po té se pienese do viastnfho fermentedniho tanku, kde se
nechd rist difusné po celou dobu fermentace pii poddtednim pH=5 a p¥i tebloté 28 aZ
32 °C na kultiva¥ni pidd, kterd obsahuje cukrovi substrét s vyhodou sacherozou v koncen-
traci 10 % aZ 20 % hmotnostnich.
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