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Kwasy organiczne mozna wytwarzaé za po-
mocy fermentacji aerobowej glucydéw, w obec-
no$ci ple$niowcéow. W celu uproszczenia w dal-
szej czeSci opisu bedzie oméwiony przede
wszystkim spos6b otrzymywania kwasu cytry-
nowego na drodze fermentacyjnej.

Przy wytwarzaniu kwasu cytrynowego w obec-
no$ci ple§niowcéw musza byé przestrzegane
pewne podstawowe warunki, a mianowicie na-

- lezy zastosowaé¢ odpowiedni szczep, przestrzegaé

azeby pH bylo stosunkowo niskie, na ogét réwne
lub nizsze od 3,0 i azeby do pleéni byla dopro-
wadzona dostateczna ilo$¢ tlenu.. Poza tym na-
lezy ogramczyé dawki mektérych skladnikow
odzywczych, zwlaszcza katlonéw fosforu i zelaza.

Pod stowem ,,skladmkl odzywcze” rozumie sie
tutaj kazda nie trujaca substanc;e, ktéra moze
braé udzial w czynnoéclach blochemlcznych or-
ganizmu. Do nich naleza zwlaszcza azot, fosfor,
magnez, potas przyswajalny, czynniki wzrostu,
metale ciezkie takie jak cynk, zelazo, miedz, wi-
taminy itd. oraz substancje, ktére blora, udzial
w budowie miceli lub katahqua dodatmo lub
ujemnie reakcje biochemiczne. Wlagomo, ze nie-
ktére z tych skladnikow zwane ,,skladmkaml

9%,

§ladowymi” mogg dzialaé w iloSciach znacznie
nizszych od 1.mg na litr §rodowiska.

Podczas fermentacji odréznia.sie dwa kolejne
okresy. W czasie pierwszego okresu micela roz-
wija sie kosztem cze$ci cukru, wytwarzajac przy
tym stosunkowo malo kwasé6w. W czasie drugie-
go okresu rozwdj ten przebiega wolniej lub
szybciej, przy czym rdéwnocze$nie z wigkszej
czeSci pozostatego cukru powstajg kwasy. Jezeli
pH utrzymane jest w poblizu wartoéci obojetnej
tworzy sie wowczas przede wszystkim kwas gli-
konowy, -a przy pH miedzy 6,0 i 3,0 przede
wszystkim kwas szczawiowy. ‘

Ciezar rozwinietej miceli zalezy gléwnie od

zawartosci czynnikéw odzywczych w §rodowisku,

od jej budowy i od pH. Dzieki temu wedlug Shu
i Johnson’a (Ind. Eng. Chem. 1948 str. 1202) moz-

na ograniczy¢ kielkowanie bgdZ stosujac odpo- .

wiedniag dawke kationéw zelaza, badZ odpowied-
nig ilo§¢ fosforu przyswajalnego. Jezeli ciezar

_ jest zbyt niski, predkos¢ fermentacji jest nie-

dostateczna; gdy za$ jest zbyt wysoki, wéwczas
zuzywa sie stosunkowo duzo cukru na budowe
miceli, w zwiazku z czym cukier ten nie moze
byé juz przemieniony na kwas cytrynowy. ’
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. Poza tym- przy zbyt wysokim ciezarze miceli ~ Zrozumiale jest, e stosunkowo tatwo mozna
w czasie fermentacji glebinowej $rodowisko po- ~spelni¢ warunki odpowiednie dla fermentacji
siada wysoka lepkoéé, a dostep tlenu do organiz- w oérodkach zawierajacych czysty cukier han-
mu jest utrudniony, w zwigzku z czym trzeba: dlowy, lecz nastepuja komplikacje gdy stosuje
stosowaé¢ mieszadta; co jest bardzo uciazliWe ze - sie ofrodki melasowe. Melasa  zawiéra gléwna
wzgledéw na koszt sily napedowej.- o . cze$é skladnikéw odzywezych w ilo§ciach znacz-

‘Wskazane jest azeby cigZar miceli przeliczo- Die Wyiszych od wyzej podanych. Ponadto, sila
rny na suehy produkt, wynosil na ogél 5—25¢g buforowa roztworéw melasy zawsze jest stosun-
na litr érodowiska. kowo wysoka i zgodnie z tym co wyzej powie-

Iloéé fosforu przyswa:alnego przeliczona na 9ziano odnosnie iloéci ct.xkru w roz.tworach
fosforan jednopotasowy wynosi na ogét 0,02—2,5 g i o wplywie pH, otrzymanie pH odpowiedniego 4
na htr' érodoWlska Zawarto$é kationéw zelaza dla wytworzenia kwasu cytrynowego nastepuje
jest na og6ét rézna i wynosi od 4 lub nawet 2 mg dopiero po dodaniu powazne: ilofci cukru, ktéry

" na litr Srodowiska. Wedlug Shu i Johnson'a dla Z0staje zuiyty na potrzeby miceli, badz zamie-

podobnego érodowiska zasobnego w skladniki niony na kwasy inne niz kwas cytrynowy.

- odzywcze konstruktywne, cigzar miceli rozwi- - Zaleca sie czestokroé uprzednie oczyszczanie

. a mianowicie w okresie rozmnazania w $rodo-

-nietej zmienia sie z 18 g na litr przy pH pcczat- - melasy na wymiennikach jonowych. Postepo-
kowym 4,9 do 7 g na litr dla pH poczatkowego Wwanie takie jest jednak ucigzliwe i kosztowne.
--1,7. Proponowano (wedlug patentu Stanéw Zjed- Zaleca si¢ réwniez wstepne traktowanie wap-
cnegczonych Ameryki nr 235771) prowadzenie fer- nem roztworéw melasy w celu wytracenia mi-
mentach w dwéch odrebnych $rodowiskach, neralnego kwasu fosforowego.

cle ] “ath . Zawarto$é metali ciezkich, zwlaszcza kationé.w
wisku zawierajgcym fosfor przyswajalny, a nas- 2elaza doprowadza sie do odpowiedniego pozio-
‘tepnie po oddzieleniu i przemyciu miceli, W §10- 1, przez wstepne traktowanie roztworé6w me-
dowisku zZwanym ,,fefmentecymym”, pozbawio- 1,50 rozpuszczalnym zelazocyjankiem lub innym
“nym fpsforu przyswajalnego. Zaznaczono réwno-  ,qevnnikiem . stracajacym - -albo  tworzacym
‘czeénie, Ze mozna stosowa¢ to samo Srodowisko '_zwlqzkl kompleksowe. Bez wzgledu na to czy
w obydwu okresach pod wa}'unkiem, e dawka - gcaq zostat wytrqcony czy tez nie, melase pod-
fosforu przyswajalnego bedzie dostatecznie nis- . daje sie przed fermentacja filtrowaniu; moze sie
kai zostame przyswo:ona w caloéc1 w okre51e »wéwczas okaza¢ . koniecznym ‘dodanie ponowne
rozmnazania. : '.pewnych skladnikéw konstruktywnych takich
- Liczne patenty zalecaja ten drugi sposéb po- - jak cynk kation. Dawki niezbednych odczynni-
stepowama W przypadkach tych stosuje sie fos- k6w okreSla sie na drodze doSwiadczalnej.

-foran jednopotasowy w ilosci na ogét mzszeJ . Wszystkie te wstepne przygotowania pole- -

.od 0,150 g na litr srodowiska. pszaja zdolnoéé melasy do fermentacji cytryno-

Na, og6t érodowiska sa uprzednio zakwaszane, wej lecz nie zawsze usuwajg wszystkie trudnog-

“lecz’ §rodowisko rozmnazania, ktérego pH po- ¢ zachodzace podczas fermentacji niektérych -

- trynowy.

’czatkowe jest niskie staje sieg odpow1edmm tylko. melas.

wtedy, gdy jest zasobne w skladniki odzywcze. Trudno$é otrzymania wynikéw zadawalam-
Na og6t trzeba poswiecié dosé duzo cukru na cych przy stosowaniu niektérych melas, jest -

utworzenie si¢ miceli, a dopiero w pézniejszym  gaisle okreélona w pracy Martins’a.i Waters’a

okresie nastepuje przemiana cukru na kwas cy-  ogioszonej w Ind. Eng. Chem. 1952 str. 2229. Dla

melas pochodzacych z tej samej miejscowosci
Sposoby oparte na prowadzemu fermentacji  lecz z réznych lat badacze ci otrzymywali, przy

w dwéch fazach kolejnych, z oddzielaniem mi- jednakowym wstepnym sposobie przygotowy-

- celi, mozna stosowaé w $rodowisku fermenta- wania (zelazocyjanek w ilosci uprzednio ustalo-
- cyjnym stosunkow6 ubogim w .cukier, poniewaz nej) i przy tym samym  sposobie fermentacji,
- micela powstaje tylko w pierwszej fazie. Wydaj- wydajnosci kwasu cytrynowego ~wynoszace
" noé¢ jest woéwczas mata. Nadto przeprowadzanie 9,9 — 70,7%% w odniesieniu do uzytego cukru.

tych sposobéw wymaga duzej ostroinosci, gdyz Stw1erdzono, Ze trudnosei tych mozna w znacz-
micelg nalezy oddziela¢ i przemywaé aseptycz- nym stopniu unikngé jezeli poczatkowo rozmna-
nie. Gdy fermentacje prowadzi sie tylko w jed- zanie miceli, tworzacej grzybnig lub zarodniki
nej fazie, 'trzeba stosowaé Srodowisko stosunko- kadziowe przeprowadza si¢ w Srodowisku sto-
wo zasobne w cukier, azeby wydajno$¢ byla za- sunkowo ubogim w melase (pierwszy okres),
- dawalajjca. . ‘ . a nastepnie nie usuwajac miceli, odzywia sig
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stopniowo grzybnie ‘w- odpowiednim- niomencie,
a w kazdym przypadku kiedy jej pH jest bliskie
wartosci 3,0 lub nizsze od 3,0, roztworami melasy
" stosunkowo silnymi w taki sposéb, aby utrzy-
. ma¢ pH bliskie 3,0 lub nizsze od 3,0 (drugi
okres). Odzywianie to moze - byé prowadzone
.w sposOb ciagly lub okreésowy.

Latwo jest wiec regulowaé w pierwszym okre-
sie dawke - réznych skladnikéw . od2ywczych
wplywajae poza tym na obfito§é grzybni w me-
lasie. Poniewaz moc buforowa:roztworu ubogie-
go w melase jest stosunkowo slaba, to pH $ro-
dowiska obniza sie gwaltownie wskutek tworze-
nia sie¢ réznych kwaséw. Gdy nastepnie grzyb-
nig zasila sie roztworami zasobnymi w melasg,
wéwcezas z dodanego cukru otrzymuje sie z wy-
sokg wydajnoscia kwas cyirynowy. -

W istocie, niskie pH jest korzystne dla tej
przemiany. Poza tym stwierdzono, ze gdy pH
jest bliskie wartosci 3,0 lub nizsze od 3,0 woéw-

" czas wplyw nadmiaru skladnikéw odzywezych

na wydajnoéé przemiany cukru na kwas cytry-
‘nowy, jest silnie ostabiony. Rozw6j miceli jest
zahamowany i - nie trzeba stosowaé mleszama,
ktére jest konieczne, jezeli w. érodow1sku znaj-
duje sie nadmiar miceli.

Nie mozna unikngé pewnego rozwoju miceli
'w czasie drugiego okresu, a to zmniejsza $red-
nie stezenie melasy, ktére mozna by os1agnaé
" przy kohcu fermentacji. Ten spadek stezenia

zalezy gléwnie od obfitosci skladnikéw odzyw--

czych dla grzybni znaJduJacych sig w. zas11a1ace1

melasie o okreSlonym skladzie. Wydamoéé kwasu

cytrynowego uzyskiwana sposobem wedlug wy-

nalazkd jest zawsze o wiele wyzsza od wydaj-

nloéci ofrzymywanej przy fermentacji prowadzo-
nej w §rodowisku nie zasilanym.

" Dwa doéwmdczema opisane pomzeJ Jasno to
wykazuja.

- Roztwé6r melasy z burakéw zawierajacy 390 g
melasy oraz 2,8 g zelazocyjanku potasowego na
1 litr przygotoque sie w temperaturze zblizonej
‘do temperatury wrzenia tego roztworu, a naste-

- pnie filtruje. Otrzymany roztwér mac1erzysty
odpowiednio rozcieficzony stosuje sie W mzeJ
przytoczonych przykladach.

Przyktad I Do 9,6 1 roztworu, zawiera-
jacego 180 g melasy/litr, traktowanego Zelazocy-

" jankiem potasowym -dodaje sie na 1-litr roz-
tworu 0,030 g fosforanu jednopotasowego i 0,3 g
siedmiowodnego siarczanu magnezowego. Ca-
10§¢ sterylizuje sie i umieszeza w kadzi' zaopa-
trz8néj w mieszadlo mechaniczne i w -beltkotke
powietrzng. Wszystkie czeSci urzadzenia sty-
kajace sie z cieczg winny byé odporne na dzia-
lanie kwaséw powstajacych w czasie fermen-

tacji. Nastepnie wysiewa "s'ie spory Aspergillus
Wentii, pochodzace z kultury galaretowatej
szczepu dobrze wytwarzajacego kwas cytrynowy

i napowietrza wyjalowionym i nasyconym WiL-
‘gocia powietrzem w temperaturze 32°C przy

ciggtym mleszamu. :

Powietrze przepuszcza sie w 1loéc1 1000 V/h.
Wartoéé pH ‘$rodowiska wynoszaca poczatkowo
605 spada czwartego dnia do 3,05. ‘W tym mo-
mencie’ wolna kwasowosé, wyrazona w. Jedno-
wodnym kwasie- cytrynowym - -oznaczona przez

" miareczkowanie wynosi 31,5 g na 1 1 cieczy, lecz

rzeczywmta ilos¢ kwasu cytrynowego jest ‘mi-

‘nimalna. W sz6stym dniu fermentacji cu.kier
-jest juz nieobecny, a kwasowosé ustala sie - na

46,2 g/l. Zawartoéé kwasu cytrynowego ozna-'

‘¢zonego przez miareczkowanie wynosi 13,1 - g/l

co stanowi 28% kwasowosci ogélnej. Tworzy sxé
7,3 kg kwasu cytrynowego ze 100 kg melasy.
a wiec. uzyskano wydamoéé wynoszaca 14 6%
w stosunku do zuzytego cukru. :

Przyktad II. Do kadzi opiganej W'przye
kladzie I wprowadza sie¢ 6 litr6w wyjalowionego
roztworu, zawierajacego w 1 litrze 50 g mélésy
traktowanej zelazocyjankiem potasowym, 0,050 g
fosforanu jednopotasowego i 0,5 g siedmiowod-
nego -siarczanu magnezowego. Nastqpme_wysie-
wa sie te. sama iloé¢ spor i napowietrza sie ta
samg iloScia powietrza wyjatowionego i nawil-
zonego, jak w przykladzie p1erwszym utrzymu-

vJac temperature 32°C

- Po 36 godzinach kxedy wolna kwasowosé wy-.

‘nos1 91 g/l Jednowodnego ‘kwasu cytrynowego,

a pH réwna sie 2,9, zawartoé kadzi zas1la sie
wyjalowionym roztworem, zawierajacym 390 g/1
melasy traktowane] zelazochanklem potasowym -
bez soli odzyweczych, przy czym predkoéé zasi-

-lania reguluje sie tak, aby pH roztworu Wyrno-

silo 25 —29. W omaw1anym przykladmg dodaJe
sie 3,6 litra roztworu, w ciggu czterech dni.
Dziewiatego dnia cukler jest meobecny, a kwa-

‘sowoéé ustala sie_ na mezm1ennym poziomie.

Wolna kwasowoéé wyramna w' jednowodnym
kwasie cytrynowym (ozhaczona przez midrecz-
kowanie) wynosi 78 g/1 a rzeczywista zawarto§é
kwasu cytrynowego 69,2 g/l, co stanowi 88,5%
kwasowosci ogé'lnej' Ze 100 kg zuzytego cukru
otrzymuje sie wxec . kg kwasu cytrynowego

- Przyklad II ilustruje naJprostrze wykonanie

sposobu wedlug wynalazku. Jasne jest, Ze w gra-

_nicach wynalazku;mozna zmieniaé¢ ilo§¢ doda-

wanych soli odzywezych zaréwno do gnybni Jak
i do roztworow zas1la;|acych oraz ze melasy mo-

" g3 byé poddawane roznej obrébce polepszaJaceJ

jej whasciwosci (za pomoca wymiennikéw‘ jono-
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wych wapna, zelazocyjanku lub kazdego innego
odczynnika powodujacego stracanie lub tworze-
nie komplekséw takich jak fitany) oraz ze mozna
stosowaé do przygotowania grzybni i roztworéw
odzywczych dwie lub wiecej melas réznego po-
chodzenia, réznie obrabianych.

Mozna réwniez stosowaé szczep plesni inny
anizeli Aspergillus Niger, na przyktad szczep
selekcjonowany Aspergillus Wentii. Ro6wniez me-

_lasy z trzciny cukrowej zwane ,black strap”

lub ,high test” moga by¢ stosowane zamiast
melas z burakéw.

Jedng z istotnych charakterystycznych cech
sposobu wedlug wynalazku jest przeprowadza-
nie okresu rozmnazania lub rozwijania w $ro-
dowisku, ktérego wskaznik buforowy jest staby.
Wskaznik ten okre§la sig ilo§cig graméw czyste-
go kwasu solnego (HCl) niezbednego do obnize-
nia pH jednego litra Srodowiska z 6,0 do 3,0.
W drugim przyktadzie opisanym powyzej wskaz-
nik buforowy wynosi 1,53. Moze si¢ on zmieniaé
w granicach 0,07 — 6,0 lecz najlepiej powinien
byé nizszy od 3,0.

Mozna wiec, nie wychodzgc poza granice wy-
nalazku, przygotowaé grzybnie z mieszaniny
melasy i cukru oczyszczonego handlowego, co
zmniejszy wskaznik buforowy albo nawet z sa-
‘mego cukru.

W czasie pierwszego okresu mozna rowniez
dodawac¢ do srodowiska kwasy nie hamujac przy
tym czynno$ci biochemicznych. Szczegélnie ké-
rzystne jest dodawanie kwasu cytrynowego,
przede wszystkim w postaci lugéw macierzy-
stych nie dajacych si¢ krystalizowaé, pochodzg-
cych z produkeji kwasu cytrynowego.

Kiedy pod konigec drugiego okresu melasa
osiggnie pozadang koncentracje i gdy fermenta-
cja jest calkowicie lub prawie zakonczona, woéw-
czas mozna cze$¢ brzeczki sfermentowanej od-
prowadzi¢ i zastapié jg W czasie trzeciego okre-
su fermentacji, r6wna objetoscig roztworu me-
lasy o takiej samej $redniej koncentracji, utrzy-
mujgc przy tym stale pH w poblizu 3,0 lub po-
nizej tej wartoSci. Czynnosci te moga byé do-
konywane sposobem eigglym lub okresowym
przez pewien okres czasu, ktéry zmienia sie za-
leznie od rodzaju melasy. Czas ten zalezy przede
wszystkim od iloSci skiadnikéw odzyweczych
w melasie i od sily mieszania. W rzeczywistosci
ilogé sktadnikéw odzywczych wyznacza ciezar
miceli, ktéry osigga gdy stan rownowagl jest
ustalony. Do niektérych melas, w ktérych brak
jest substancji odzywczych, nalezy te substancje
dodawaé.

Réwniez moze okazaé sie korzystne zasilanie

mieszaniny melasy z handlowym cukrem oczy-
szczonym.

. W czasie tego trzeciego okresu fermentacji
wprowadzony cukier przemienia sie z wysoka
wydajnoscia na kwas cytrynowy, co polepsza
w spos6b bardzo widoczny S$rednig wydajnosé
z trzech okreséw i pozwala na lepsze zuzytko-
wanie materialu fermentacyjnego.

Sposéb wedtug wynalazku stosuje sie réwniez
do wytwarzania innych kwaséw organicznych,
ktore sie tworza przede wszystkich w $rodo-
wisku, ktérego pH jest stosunkowo niskie,
zwlaszeza kwasu itakonowego.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania kwaséw organicznych,
zwlaszcza kwasu cytrynowego przez fermen-
tacje aerobowa z melasy, znamienny tym,
ze odpowiedni mikroorganizm rozmnaza sig
w §rodowisku zawierajagcym tylko taka ilo§é
cukru azeby otrzymaé¢ wskainik buforowy
nizszy od 6,0, przy czym w Srodowisku tym
obecne sg sole odzywcze, a nastepnie w dru-
gim okresie, po obnizeniu pH $rodowiska
do okolo 3,0 lub ponizej 3,0 dodaje si¢ do
grzybni bez oddzielania utworzonej miceli,
rozcieficzonej melasy, ewentualnie z dodat-
kiem cukréw i soli odzywczych w taki Spo-
s6b, azeby pH $rodowiska bylo zblizone do
3,0 lub ponizej 3,0.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym,
Ze rozmnazanie przeprowadza sie¢ w $rodo-
wisku wyjalowionym, zawierajacym cukier
z melasy, i/lub z cukru oczyszczonego handlo-
wego, przy czym wskaznik buforowy tego
srodowiska wynosi 0,07 — 3,0.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, 2, znamienny tym,
ze do §rodowiska, w ktérym przeprowadza sie
rozmnazanie, wprowadza si¢ kwas, ktory nie
hamuje czynno$ci biochemicznych, zwlaszcza
‘kwas cytrynowy, przede wszystkim w posta-
ci lugbw macierzystych nie dajgcych sie -
krystalizowa¢, pochodzacych z produkceji
kwasu cytrynowego. '

4. Spos6b wedlug zastrz. 1 — 3, znamienny
tym, ze pod koniec lub prawie pod koniec
fermentacji, odprowadza sig czg$¢ cieczy
fermentacyjnej i zastepuje jag réwng objetos-
cia melasy, rozcienczonej z ewentualnym do- .
datkiem cukru, regulujac jej doprowadzanie
tak, azeby pH Srodowiska bylb zblizone do 3,0
lub lezalo ponizej 3,0. '
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