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zpisob vyroby kyseliny citronové fermentaci

houby Aspergillus niger

Podstatou FeSenf{ se submersn{
fermentace houby Aspergillus niger
mutanty S 59 /CCF &. 1600/ ve virovém
hydrodynamickém poli, které vytvdi{
kapalinovy cirkulaénf paraboloeid,
zvedajfcf nepfetrfité fermenta®n{
medium do vzduchového prostoru nad
hladinou media ve fermenta&ni nddobé&,
kde dochdz{ k jeho véjffovitému
rozst¥iku do stran ve tvaru kapilek,
a to pfi poddteénim pHs=s 4 aZ S
a teploté 28 - 32 C a kultivaén{
pidé obsahujfc{ cukrovy substrit

s vyhodou sacharozu v koncentraci
8% aZ 20% hmotnostnich.
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Vynalez se tyka zpGsobu vyroby Kyseliny citronové sub-
mersnim fermentaénim zplsobem, a to zkvasovanim cukernych roz~
tokl houby Aspergillus niger.

PFfi tomto fermentainim zpUsobu nelze pouZit produkéni kme-
ny Aspergillus niger vhodné pfi vyrobé& zplsobem povrchovym
a je nutno vySlechtit a aplikovat kmeny nové ~ nové vy$lechté-
né mutanty houby Aspergillus niger. NevyfeSenou otazkou oviem
stale zUstava pfisna specificita v citlivosti jednotlivych mu-
tant k zakladnim podminkadm fermentace, bez jejichZ znalostf
nelze pak dosdhnout ekonomickeé vyroby.

Jednou ze zadkladnich podminek fermentace je zpGsob ris-
tu, homogenizace a aerace media, dale typ michadla, tvar téle-
sa michadla, potet otaéek, viskosita media atd. To ma vyznam~
ny vliv na morfologii houby a na produkci kyseliny citronové.

Hlavni nevyhodou dfive popsanych zplUsobd vyroby kyseliny
citronové fermentaci houby Aspergillus niger /Schierholt J.:
Processe Biochehie, November 1977/ jsou vysoké naroky na vzdu$-
néni a tim na spotiebu elektrické energie, coi ekonomicky zne-
vyhodnuje vyrobu produktu.

Tuto nevyhodu odstranuje zpusob vyroby kyseliny citronove
podiéfvynalezu, jeho2 podstatou jg, 2e houba Aspergillus niger
mutanta $ 59 uloZend ve sbirce mikroorganismi CCF &. 1600,

‘se submersné kultivuje ve virovém hydrodynamickém polﬁ, ktere
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vytvati kapalinovy cirkuladnt paraboloid, zvedajici neptetrii-
té fermentalni medium do vzduchového prostoru nad hladinu me=-
dia ve fermentaéni nddobé&, kde doch&zi k jeho véjifovitému
rozstfiku do stran ve tvaru kapitek, a to pi#i potatedinim pH
4-5 a teploté 28° - 32° a kultivaini ptdé obsahujicé cukro-
vy substrat s vyhodou glukozu nebo sacharozu v koncentraci

8% a% 204 hmotnostnich.

Kapalinovy cirkulaini paraboloid s vyhodou umistény
uprstited fermentaéni nadoby, vznika pomoci bezlopatkového
michadla /a.o. 228221, a a.o. 228350/, které sestavad z duteée-
ho rotoru, sloZeného z pladté s vyhodou tvaru valce a dna, ve
kterém je alespon jeden otvor pro vstup media do rotoru.

Otaéenim dutého rotoru, ktery je svoji doilni polovinou
potopen ve fermentaénim mediu a horni polovinou vy&niva nad
htadinu do vzduchového prostoru uzaviené fermentaéni nadoby,
se otvorem ve dnu rotoru nasadva fermentaéni medium na dno
rotoru.\UvnitF rotoru se pak vytvaei kapalin6v9 paraboloid,
ktery nepfetrzité zveda medium ode dna fermentaini nadoby
-vzhliru vzestupnou spiralou nad hladinu media. Zde se medium
véjifovité rozstfikuje do stran a poté ve formé& kapi&ek pada
vzduchovym prostorem 2pé&t na hladinu media, pFfipadné stéka
na hladinu po sténach fermentaini nadoby ve formé& tenkého ka-
palného filmu.

Pritom soulasné vné&jét sténa plaité rotoru, kterd je po-
topend pod hladinou media, vytva#i pod hladinou media central-
ni vir, ktery je tFfistén zaréikaqi na lokalni viry.

V plynném prostoru, ve kterém medium nabylo tvaru drob-
nych kapiéek nebo tenké vrstvy /filmu/, dochazd k intenzivni-
mu styku tekuté a plynné faze bez ohledu na viskositu media,
¢im2 dochazi k rlstu kultivovanych mikroorganisml, které pak
v prostoru pod hladinou maximalné produkuji kyselinu citronovou.
PFRitom dochdzi k vysokému vyuZiti pFivadéného vzduchu.

Proces mGieme ovlivnovat 2ejména otaikami rotoru, jeho
rozméry, velikosty vstupnich a vystupnich otvorl, mirou pono-
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Zvyéend intenzity virového pole umoinuje dokonalou di-
fusi kysliku i do medit, které maji jii kaSovity charakter,
ale jesté tedou v gravitadnim poli. :

Vyhodou zplUsobu vyroby kyseliny citromové podle vynalezu
je dokonalé vyuziti kysliku z vhanéného vzduchu pro rdst bu-
né&k uvedené houby a tvorbu produktu, coZ mad za nasledek zkra-
ceni doby fermentace, a zlep3eni ekonomiky celého procesu.

Dale uvedeny zpusob fermentace umoiﬁuje §etrné bezlopat-
kové michani media a tvorbu pelet s vhodnou strukturou a dél-
kou vlaken, co2 nelze dosahnout bé&Znymi Llopatkovymi michadly,
napf. vrtulovym nebo turbinovym michadlem, protoZe pfi jejich
pouziti dochazi Easto k vainému podkozeni a tfisSténi Zivych
bunék o hrany Lopafek. Dal8f vyhodou je, Ze virové pole zabra-
nuje jakémukoliv usazovani media /viaken apod./ na sté&néch
fermentaéni nadoby nebo ve stavbé /zaraikach/uvniti fermentad-
ni nadoby, a to jak pod hladinou, tak ve vzduchovém prostoru

nad hladinou med1a /intenzita viroveho pole se reguluje poé-
tem otadek rotoru za min./.

Difusni zplsob fermentace je umoinén vlastnostmi nového
vysokoprodukéniho mikroorganismu kmene Aspergillus niger,
mutanta $§ 59. Dalsi velkou vyhodou uvedeného kmene je, Ze bé-~
hem procesu se vytvaiti minimalni mnoZstvi vedlejSich kyselin
/pouze ve stopach/.

Dale jsou uvedeny piiklady vyroby kyseliny citronové
podle vynalezu.

Priklad 1.

Pfiprava inokula: PouZijeme spor plisné Aspergillus

niger mutanty § 59 rostoucich v Erlenmayerovych bankach v obje-
mu 100 ml obsahujicich 15 ml nabobtnalych a povakenych pienié&-
nych zrn. Obsahem 1 banky olkujeme 24 L média nasledujiciho
slozeni: 14 X sacharozy, 0,25 % NH4N03, 0,025 % Mgso4. K4 HZU,
0,01 % KHZPOA’ 0,01 % rozpustného ikrobu, 0,0001 % insu, .
- 7 Ha0, U,U002 % CuSO, . 5 H,0, 0,00065 X FeCly. Otagky mi-
chadla 400/otééek/min., mnoZstvi vhan&ného vzduchu 6 L/min.,
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teplota 28 a2 30°c, doba kultivace 35 a2 40U hodin. Vyrostlé
inokulum je v peletach. Ptiprava fermenta&niho média:
Pripravime steriilni fermentaéni médium o sloZeni: 15 X sacha~
rﬁzy, 0,08 % NchL, 6,1 motoviny, 0,05 % MgSO4 « 7 nzo, 0,016 %
KH,PO,, 0,007 4 KeL,,0,002 % Mnso, . 7 HZO, 0,001 % MnsSo, .

. 7 HZO, 0,001 % Fesoa « 7 HZO a otkujeme pifi teploté& média

30 az 35°C 3 az 5 % inokula.

Fermentaini nadoba o obsahu 20 U s centralné umisténym
bezlopatkovym rotorem tvaru dutého valce se dnem tvaru mezi-
kruz2i, t.j. s centralnim vstupnim otvorem uprostifed tohoto dna
obsahuje 10 L fermentaéniho m&dia, tak3e zaujima polovinu ob-
sahu fermentoru.

Dolni &ast rotoru je ponotena pod hladinou fermentaéntiho
média téméf u dna fermentaini nadoby, horni &éast rotoru vy-
éniva do vzduchového prostoru, nad hladinu vikem uzaviené
fermentaéni nadoby. V '

Ve fermentaini nadobd je déle umist&no symetricky kolem
obvodu pét zardZek ve tvaru ty&i, upevnénych dolnim koncem
ve viku fermentaini nadoby.

Vniténi primér fermentaéni nadoby ¢1 = 0,25 m, vyska |
h1 = 0,35 m. Vniténi primér bezlopatkového rotoru wz = 0,09m,
vySka h2 = 0,23 m, z toho vy3ka spodniho nastavce dutého ro-

toru h3 = 0,1 m.

inozstvt vhanéného vzduchu 1,6 l/min., teplota 30° c,
doba fermentace 160 h. RUst mycelia je difusni, umoZnujici
dosaZzeny vytéinosti azZ 75 X na vneseny cukr. Vedlejsi kyseliny
j'sou tvofeny pouze ve stopach. Polet otafek michadla 12 ot./s
t.j. 720 ot./min., obVodové rychlost michadla cca 3,3 m/s.

Priklad 2.

Postup je stejny jako v pfikladu 1, ale misto sacharozy
bylo pouZito jak pro pFipravu mokula, tak pro pfipravu fer=-
mentaéniho media 10 % glukosa. Doba fermentace byla 198 hodin,
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vhanéni vzduchu je 1,2 U/min., vytéZnost €ini 85 %. Pofet
otaéek michadla za min. i obvodova rychlost dutého rotoru
michadla zGstava stejna jako v piikladu 1.

PREDMET VYNALEZU

Zpusob vyroby kyseliny citronové fermentaci houby
Aspergillus niger, vyznaleny tim, Ze houba Aspergillus niger
mutanta S 59 uloZend ve sbirce mikroorganismlU CCF &. 160Q,
se submersné kultivﬁje ve virovém hydrodynamickeéem poli, kte-
ré vytvaft kapatinovy cirkulaéni paraboloid, zvedajici ne-
pfetr%ité fermentaini medium do vzduchového prostoru nad hla-
dinou media ve fermentaéni nadobé&, kde dochazi k jeho vé&jifo-
vitému rozstifiku do stran ve tvaru kapitek, a to piti polated-
nim pH = & a2 5 a teploté 28° - 32% a kultivaéni pudé obsa-
hujict cukrovy substrat s vyhodou glukosu nebo sacharozu v
koncentraci 8 % a% 2u % hmotnostnich.
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