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(54) VERFAHREN ZUR FERMENTATIVEN HERSTELLUNG VON ZITRONENSKURE AUS KOHLEHYDRATEN

(57) Vorgeschlagen wird ein Verfahren zur fermentativen
Herstellung von Zitronenséure aus Kohlehydraten mittels
eines Mikroorganismus der Gattung Aspergillus niger in
einem Zinkionen und Hexacyanoferrationen enthaltenden

" Substrat, bei dem nicht vorgereinigte Kohlehydrate ein-
gesetzt werden und der Zn-Gehalt des Substrats auf 30 -
250 ppm und der Hexacyanoferrat-Gehalt des Substrats
auf 100 - 500 ppm eingestellt wird.
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von Zitronensdure aus Kohlehydraten
mittels eines Mikroorganismus der Gattung Aspergillus niger in einem Zink und Hexacyanoferrat enthaltenden
Substrat.

Bei der submersen Zitronensiuregirung unter Einsatz von Aspergillus niger aus relativ unreinem
Kohlehydratmaterial ist der schidliche EinfluB von Eisenionen im Substrat schon lange bekannt.

Wihrend beim Einsatz von hochreinen Kohlehydraten ein Gehalt von 2,0 ppm Fe im Substrat noch ohne
weiteres tolerierbar ist, konnen bei relativ unreinen Kohlehydraten bereits 0,2 ppm Fe zuviel sein und es bilden
sich groBe Mengen an nichtsdurebildendem Aspergillus niger-Myzel, wihrend die Zitronenszurebildung drastisch
abfillt. Man fiihrt diesen Umstand auf das Vorliegen sogenannter "Eisenpotentiatoren” im Substrat zuriick, die
von den unreinen Kohlehydraten her stammen, z. B. Aminosguren, und die negative Wirkung des Eisens in
Richtung der Bildung des nichtsiurebildenden Myzels vervielfachen.

Man hat daher fiir Verfahren, die relativ unreine Kohlehydrate anwenden, nach Eisen-Antagonisten gesucht,
und die US-PS 2 970 084 beschreibt den Einsatz von bis zu 500 ppm Cu im Substrat, um die Wirkung der
Eisenpotentiatoren auszuschalten. Diese an sich wirkungsvolle Vorgehensweise ergibt aber als sehr unangenehme
Nebenerscheinung die Anreicherung groBer Mengen hochgiftiger Cu-Salze im Klirschlamm.

In der US-PS 2 492 673 ist ein anderer Fe-Antagonist beschrieben, ndmlich Zink. Gema8 dieser Druckschrift
wird zur Zitronensduregirung von Invertmelasse mit Aspergillus niger die Invertmelasse mit einem
Kationentauscher (H-Form) entkationisiert, wobei der Fe-Gehalt auf etwa 2 - 4 ppm gedriickt wird, und dann
werden 10 - 30 Massenteile Zn pro Massenteil Fe zugesetzt, wobei der Gesamtzinkgehalt 150 ppm nicht
iiberschreiten soll. Auch Zn-Salze sind jedoch kein besonders erwiinschter Bestandteil der Klirschlimme, obwohl
besser tolerierbar als Cu.

Aus der CH-PS 342 191 ist ein Vergleich von Cu und Zn als Fe-Antagonisten zu entnehmen, wobei
angegeben ist, daB bei relativ unreinen Kohlehydraten, insbesondere bei nicht entkationisierten, der Einsatz von
Zn gegeniiber dem von Cu nachteilig ist. Grundsitzlich wird bei Zuckereinsatz das Cu dem Zn vorgezogen.

Die Erfindung geht aus von einem Substrat, das sowohl Zn-Ionen als auch Hexacyanoferrat-Ionen enthilt.

Hexacyanoferrate, z. B. Kn[Fe(CN)6].3H20, sind bekannte Myzelwachstums-Inhibitoren bei der

fermentativen Zitronensaureherstellung mit Hilfe von Aspergillus niger und werden bevorzugt in Mengen von
< 10 ppm zugesetzt, siche z. B. die AT-PS 295 448 und 296 194,

In der AT-PS 307 346 ist ein Zitronens#urefermentationsmedium beschrieben, das 1,5 ppm ZnS0,4.7TH,0
und < 10 ppm K4[Fe(CN)¢] enthilt.

Diese den gemeinsamen Einsatz von Hexacyanoferraten und Zn-Ionen betreffenden AT-PS betreffen die
Verwendung von zumindest teilweise (entkationisiert) vorgereinigten Zuckerlosungen, in denen Zink als
Wachstumsftrderer wirkt, wihrend das Hexacyanoferrat als Inhibitor die Mycelentwicklung beeinflust.

Nunmehr wurde tiberraschenderweise gefunden, daB man nicht vorbehandelte Kohlehydratlosungen, also solche
ohne Klérung durch Fallung und ohne Ionentauscherbehandlung, in einem Hexacyanoferrate und Zn-Ionen
enthaltenden Substrat giinstig verarbeiten kann, wenn man ein Substrat verarbeitet, das zwischen 30 und
250 ppm Zn und zwischen 100 und 500 ppm Hexacyanoferrat enthlt.

Dabei sind 4uBerst vorteilhafte Zitronensiureausbeuten bei einem problemlosen Verfahrensablauf ohne
Notwendigkeit einer ProzeBiiberwachung und ohne chemische bzw. physikalische StenerungsmaBnahmen
(z. B. ohne laufende pH-Regelung) erzielbar. Weiterhin ergibt sich auch bei hohen Salzkonzentrationen im
Substrat ein tolerierbarer Kldrschiamm.

Vorzugsweise werden Zn und Hexacyanoferrat jeweils in Mengen von etwa 100 ppm eingesetzt.

Insbesondere werden dem Substrat mindestens soviel Zn-Ionen und Hexacyanoferrat-Tonen zugesetzt, daB sich
ein Fallungsprodukt bildet. Dieses Fallungsprodukt wird nicht abgetrennt.

Als unbehandelte Kohlehydrate werden vorzugsweise Mono- und/oder Disaccharide, insbesondere Glukose,
eingesetzt; der Einsatz anderer Kohlenhydratquellen, z. B. von Rohr- oder Riibenmelassen, ist méglich.

Mit ein Kennzeichen des erfindungsgemiiBen Verfahrens ist, daB alle fiir die wirtschaftliche Produktion von
Zitronenséure notwendigen Manipulationen zu Beginn der Fermentation vorgenommen werden kénnen. Eine
andauernde Uberwachung der Girung und Eingriffe auf Grund besonderer chemischer oder physikalischer
Parameter wie pH-Wert und Myzelform sind nicht notwendig.

Die so entstandene Zitronensiure kann nach einem der iiblichen bekannten Verfahren isoliert und
weiterverarbeitet werden, :

Folgende Beispiele dienen der naheren Erlduterung der Erfindung. Sie wurden mit dem Mikroorganismus
Aspergillus niger 6074 durchgefiihrt, welcher entsprechend dem Budapester Abkommen bei der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen am 16. August 1989 hinterlegt wurde und die Nr. DSM 5484 erhalten hat,
sowie durch folgende Merkmale gekennzeichnet ist:

- das vielfach septierte, mehrkernige Mycel weist eine groBe Anzahl von Konidientréigern auf.

- es ist typische Kopfchenbildung infolge blasenférmig erweiterter Hyphen zu beobachten, an deren
Oberflziche sich Sterigmen mit perlschnurfrmig angeordneten schwarzen bis schwarzbraunen Konidien befinden.
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- Morphologie der Kolonien: Anfangs weiB bis gelblich, von watteartiger Konsistenz; nach einigen Tagen
infolge von Konidienbildung schwarz bis braunschwarz.

- Durchmesser der Hyphen: 2 -8 um
L#nge der Konidientréiger: bis 6 um
Konidiendurchmesser: 4 - 6 um mit zerkliifteter Oberfliche

Unter geeigneten Anzuchtbedingungen weist der eingesetzte Mikroorganismus Aspergillus niger DSM 5484
ein iiberraschend hohes Sporengewicht von 1 -3 . 1010 Einzelsporen/g auf, das bei anderen Vertretern dieser
Gattung in der Gré8enordnung von 8 - 11, 1010 Einzelsporen/g liegt.

Dieses Merkmal wird durch den Konidiendurchmesser, der bei iiblicherweise zur Zitronensiureproduktion
eingesetzten Stimmen 3,7 - 4,7 mm betriigt, erklérbar. Dabei ist hervorzuheben, daB Sporengewicht und
Durchmesser vorzugsweise durch Anzucht auf Medien erfolgt, deren Kohlenhydratquelle aus reinen Rohstoffen,
wie beispielsweise Glucose oder Saccharose, besteht und nicht durch die Zugabe komplexer Wuchsstoffe, wie
etwa Melasse, erreicht wird.

Im Gegensatz zu dem in der USP 2492667 beschriebenen Organismus Aspergillus niger ATCC 1015 ist der
Einsatz des Stammes DSM 5484 nach dem erfindungsgeméBen Verfahren nicht von der Einhaltung eines
Ubertragungszyklus von beispielsweise 5 bis 7 Tagen abhiingig, sondern kann in belicbigen Zeitintervallen
erfolgen.

Vorzugsweise hat die Anzucht der Sporen nach dem erfindungsgemiBen Verfahren ebenfalls auf Medien zu
erfolgen, deren Kohlenhydratquelle aus reinen Rohstoffen, wie beispielsweise Glucose oder Saccharose, besteht.

Beigpiele 1 - 3;

Einer mit Medium 1 bezeichneten Niahrlosung wurden Sporen des Pilzes Aspergillus niger in einer
Konzentration von 10° Sporen pro Liter Kulturfliissigkeit zugesetzt, was etwa einer Menge von 10 - 15 g

Sporen pro m3 entspricht. Die Inkubation der so beimpften Brithe erfolgte bei fiir Zitronensiureproduktion
iiblicherweise bekannten und allgemein beschriebenen Bedingungen wie Lufteintrag und Temperaturkontrolle.

Medium 1:

Dextrose 150 g
MgSO, 06 g

pro Liter Leitungswasser

Bei Beispiel 1 wurden weder Zink noch Hexacyanoferrat zugesetzt,
bei Beispiel 2 wurden 100 ppm Zn* in Form von ZnS0Qy . THHO zugegeben,

bei Beispiel 3 wurden 100 ppm Kaliumhexacyanoferrat II zugefiigt.

Die Ergebnisse aus diesen Versuchen sind in Tabelle 1, ausgedriickt als Prozent Ausbeute an Zitronensiure
bezogen auf eingesetzte Glucose, aufgelistet:

[K4Fe(CN)gl
[ppm] 0 100 Tabelle 1: Ausbeute an Zitronensiure
Zl'l2+
[ppm]
0 1% 18 %
100 14 %
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Wie aus den Beispielen hervorgeht, ist unter den gewihlten Bedingungen eine wirtschaftliche

Zitronensiureproduktion ohne oder mit nur einem der beiden Zusatzstoffe Zink und Hexacyanoferrat nicht

mdglich,
Wie in den Beispielen 1-3 erliutert, wurden der Nihrlosung Medium 1 Zink und Hexacyanoferrat in folgenden
Konzentrationen zugesetzt:
ZnZ* [K4Fe(CN)g]
[ppm] [ppm]
Beispiel 4 30 100
Beispiel 5 50 100
Beispiel 6 . 50 150
Beispiel 7 100 100
Beispiel 8 100 150
Beispiel 9 100 200
Beispiel 10 150 100
Beispiel 11 150 150
Beispiel 12 150 300
Beispiel 13 200 100
Beispiel 14 200 400
Beispiel 15 250 100
Beispiel 16 250 500

Die Fermentation wurde unter den gleichen Bedingungen wie in den vorherigen Beispielen durchgefiihrt. Die
dabei erzielten Zitronensiureausbeuten sind wie folgt:

[K4F6(CN)6]
[ppm] 100 150 200 300 400 500
Zﬂ2+
{ppm]
30 69 %
50 82 % 79 %
100 86 % 77 % 72 %
150 9% 71 % 75 %
200 63 % 63 %
250 57 % 65 %

Wie ersichtlich, sind bei Zusatz von 100 ppm Zn?* und 100 ppm [K4Fe(CN)g] wirtschafilich sehr
interessante Ausbeuten erzielbar.

Anhand von zwei Versuchen soll der Einflu$ der entstehenden Ausfillung demonstriert werden.

Beispicle 17 ynd 18:

Bei Beispiel 17 wurden dem Medium 1 entsprechend Beispiel 5 50 ppm Zn?* und 100 ppm

Kaliumhexacyanoferrat II, bei Beispiel 18 entsprechend Beispiel 7 100 ppm Zn?* und 100 ppm
Kaliumhexacyanoferrat II zugegeben. Der auftretende Niederschlag wurde aber im Gegensatz zu den Beispielen 5

-4.
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und 7 mittels Zentrifuge entfernt und die verbleibende blanke Losung in bereits beschriebener Weise mit Sporen
beimpft und dem Fermentationsprozef unterworfen.

Ergebnisse:

Beispiel 17: 46 % Ausbeute Zitronensiure
Beispiel 18: 57 % Ausbeute Zitronensiure

Verglichen mit den Ergebnissen aus den Beispielen 5 und 7, bei denen die Triibstoffe nicht entfernt wurden
und deren Ausbeuten 82 % und 86 % betrugen, kann iiber die Bedeutung der Ausféllungen fiir die Produktbildung
im beschriebenen System kein Zweifel bestehen.

AbschlieBend soll in Beispicl 19 ein Verfahren detailliert beschrieben werden, bei dem die Impfgutanzucht auf
Grund besonderer technischer Gegebenheiten in einem anderen als dem Produktionsfermenter erfolgte.

Beispiel 19:

Die schon in den vorherigen Beispielen aufgelisteten Nihrsalze wurden, in Leitungswasser gelost, bei einem
pH-Wert von 3,0 wihrend 30 Minuten bei 121 °C sterilisiert, nach dem Abkiihlen jeweils 100 ppm Zn?* in
Form von ZnSOy . THyO sowie 100 ppm K4[Fe(CN)g] zugesetzt und mit Sporen entsprechend einer

Konzentration von 107 Sporen pro Liter beimpft.

Die Kulturbedingungen wurden mit einer Temperaturregelung auf 30 °C, einer pH-Korrektur auf 3,0 mittels
Ammoniak und einem Lufteintrag von 2 vvm bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit des Scheibenriihrwerks von
200 rpm so gewihlt, daB nach 20 - 30 Stunden geniigend Impfgut ausgebildet war, um einen
Produktionsfermenter zu beimpfen. Als Inokulumsmenge wurden fiir den beschriebenen Versuch 3 % gewihit.

Das Nihrmedium des Produktionsfermenters wurde in gleicher Weise zubereitet wie oben angefiihrt, die
Temperatur konstant gehalten sowie Luft- und Riihreintrag entsprechend der Viskositiit des Mediums geregelt.

Bei diesem Versuch konnte unter Beriicksichtigung der gesamt eingesetzten Kohiehydrate eine Ausbeute von
70 % Zitronensiure erzielt werden.

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur fermentativen Herstellung von Zitronens4ure aus Kohlehydraten mittels eines Mikroorganismus
der Gattung Aspergillus niger in einem Zinkionen und Hexacyanoferrationen enthaltenden Substrat, dadurch
gekennzeichnet, daB nicht vorgereinigte Kohlehydrate eingesetzt werden und der Zn-Gehalt des Substrats auf
30 bis 250 ppm und der Hexacyanoferrat-Gehalt des Substrats auf 100 bis 500 ppm eingestellt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Zn-Gehalt und der Hexacyanoferrat-Gehalt
jeweils auf etwa 100 ppm eingestellt werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB dem Substrat mindestens soviel Zn-
Tonen und Hexacyanoferrat-Ionen zugesetzt werden, daB sich ein Fallungsprodukt bildet.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da8 als Kohlehydrate Mono-
und/oder Disaccharide, insbesondere Glukose, eingesetzt werden. :

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Aspergillus niger-Stamm
6074 (DSM Nr. 5484 vom 16. August 1989) eingesetzt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Garung submers gefiihrt
wird.

7. Aspergillus niger-Stamm 6074 (DSM Nr. 5484 vom 16. August 1989).
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