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Resi se zpfisob vyroby kyseliny glukéno-
vé vedle fruktézy v submerzni kultuFe As-
pergillus niger konverzi glukézo-fruktézo-
vého sirupu. Vyhodou zplsobu je, Ze se po-
moci vysokoprodukéniho kmene Aspergillus
niger N-XI pFipravi z gluko6zo-fruktézovych
sirupli vysoce selektivn& s vysokou rych-
losti konverze a pii vy$8ich vyt&Znostech
roztoky Kkyseliny glukénové a fruktdézy s
ohsahem a% 40 % hmot. kaZdé z t&chto slo-
Zek. Kyselinu gluk6énovou lze po zahu3t&ni
odseparovat krystalizaci, a pFipravit tak
prakticky &isté fruktézové sirupy.
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“Vynélez se tyka z:pﬁsobu;i/\?mby ky"seli—'n}?
glukénové vedle fruktézy v submerzii kul-

tufe Aspergillus niger konverzni glukézo-

-fruktézovych sirupt.

Oba produkty maji Siroké spektrum poui-

ti. Frukt6za se pouZiva pfedevsSim jako per-
spektivni sladidly v potravingfském pri-
myslu, kyselina glukoénova, jeji soli 1 glu-
koéno-§-laktén machdzeji uplatnéni ve far-
maceutickém a potravinad¥ském primysly,
pil povrchové Gpravé kovii, jako deinkrus-
tatni &inidlo, aditivum v  barvifském
primyslu, pifisada do betonu a v mnoha
dalSich oborech.

Produkce kyseliny glukéonové mikrobidini
konverzi gluk6zového substrdtu je zndmé
ji¥ n8kolik desitek let. Vysoky stupeii kon-
verze glukézy i mékterych jinych sacharidd
na kyselinu glukénovou vykazuji predeviim
vldknité houby rodd Aspergillus a Penicil-
lium {Moyer, A. ]J. et al, Ind. Eng. Chem. 29,
777 /1937/; Bloom, R. H. et al, Ind. Eng.
Chem. 44, 435 /1952/; Ziffer, ]. et al, Br. Pa-
tent 1249347 /1971/) ‘& také baktérie Glu-
conobacter suboxydans (Currie, J.:N., Garter,
R. H.,-US Patent 1896811 /1930/; Oaster-
huis, N. M. G. et al, Biotechnol. Lett. 5, 141
/1983/). | ,

Mezi pFednosti fermentaéni produkce ky-
seliny glukénové pomoci plisni patfi jedno-
duché fermenta&ni médium, selektivita i
rychlost konverze, men3i ndroky na sterili-
tu celého procesu-a dalsi (Rohr, M. et al,
In Biotechnology, {Rehm, H. J., Reed, G. —
— Eds), Verlag Chemie, Weinheim /1983/).

Na pfipravu fruktdzy, pfipadn& fruktdzo-
vych sirupll obsahujicich také glukézu (vét-
Sinou ze Skrobnatych surovin) se wyuZivaji
v&t§inou imobilizované enzymy, piip. mikro-
organismy (Barrett, S. P. et al, US Patent
4288548 /1981/, Heady, R. E., US Patent
4276 379 /1982/, US Patent 4 317 880 /1982/).

Gluko6zo-fruktézové sirupy lze ziskat wy-
hodn& i z koncentrovanych roztok@i sacha-
rézy pri pouZiti kvasnitné biomasy s vyso-
kou invertdzovou aktivitou. Takto pfiprave-
né glukdzo-fruktézové sirupy obsahuji asi
40 aZ 50 % hmot. fruktozy. Oddélit frukitézu
od glukézy b&Znymi separa&nimi postupy je
v8ak, vzhledem na podobné fyzikaln&che-
mické vlastnosti obou sacharidd, mimotéad-
né obtiZné.

PFiprava fruktézovych siruplt a kyseliny
glukénové zpisobem podle vyndlezu je we-
lice vghodné, protoZe Aspergillus niger mu-
tanta N-XI oxiduje selektivn& glukozu na
kyselinu glukénovou na jednoduchém mine-
ralnim médiu s vysokou rychlosti konverze,
pFicemZ obsah fruktézy v médiu se v pri-
b&hu fermentace neméni. Vzniklou pFislus-
nou siil kyseliny glukénové lze odseparovat
Z média jednoduchou krystalizaci a pfipra-
vit tak navic prakticky €isté koncentrované
roztoky fruktézy.

Vyselektovand mutanta N-XI vykazuje vy-
sokou glukézaoxiddzovou aktivitu, coZ u-
moZiiuje pracovat s nizkymi koncentracemi
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" biomasy pii zachované wvysoké rychlosti

produkce. Spotfeba glukézy na nérlist bio-
masy je proto velmi nizkd a vyt8Zky Kyse-

_liny glukénové vztaZené na pocatetni kon-
" centraci glukdézy v médiu dosahuji 92 az

97 %. Ziskanou biemasu lze po odseparo-
vani z fermentatniho média opakované po-
uZit v dalgich fermentacich. Produkéni kmen
si zachovava vysokou aktivitu i p¥i vySsich
koncentracich glukonatovych soli, coZ u-
moZiiuje pHipravit koncentrované roztoky
fruktozy a kyseliny glukénové. Pri p¥ipravé
fruktozovych roztok zplsobem podle vy-
ndlezu odpadéd i izolace a ¢i$téni enzymd,

.-jejich imobilizace na vheodny nosi¢ apod.

Podstatou zpisobu piipravy smési frukto-
zy a kyseliny glukénové podle vynalezu je,
7Ze se submerzné& kultivuje mutanta plisné
Aspergillus niger N-XI v roztoku glukézo-
-frukt6zového sirupu, ktery obsahuje 5 aZ
40 % hmot. kaZdé z téchto sloZek, pii tep-
loté 25 aZ 35 °C a hodnot#& pH 5,0 aZ 7,5.

Zakladni morfologické a fyziologické
charakteristiky mutanty Aspergillus niger
N-XI, kterd je uloZena v Ceskoslovenské

.sbirce mikroorganismit University J. E. Pur-

kyné& v Brné pod oznatenim CCM 8004, jsou
podrobné uvedeny v pFihldSce vyndlezu

&s. AO ¢&. 262 877.

Mutanta se kultivuje na jednoduchém mi-
nerdlnim médiu p¥i teplotdch 25 aZ 35 °C a
hodnoté pH v rozmezi od 5,0 do 7,5. V pri-

“b&hu kultivace se hodnota pH udrZuje pii-

davkem hydroxidu nebo uhli¢itanu alkalic-
kého kovu na konstantni hodnoté. Je zfej-
mé, Ze kyselina glukénovd bude v tomto
prostiedi vznikat ve formé& odpovidajici soli
s alkalickym kovem, které spadaji v tomto
textu rovnéZ do rozsahu vyrazu ,kyselina
glukonova“. Fermenta®ni médium se inten-
zivné micha a vazdus$ni s vyhodou od 1 do
1,5 objemu vzduchu na 1 objem fermentac-
niho média. Na zabezpeteni maximéalni kon-
centrace rozpu$téného kysliku w médiu je
vyhodné uskutediiovat fermentace pfi pre-
tlaku od 0,1 do 0,5 MPa.

Fermentatni médium obsahuje glukézo-
-fruktézovy sirup s 5 a% 40 % hmot. kazdé
z tschto sloZek. Vyhodné je uskuteCiiovat
fermentaci pri po€atetni koncentraci glu-
kézo-fruktézového sirupu, 20 % hmot. obou
sloZek, pii které dochédzi k intenzivnimu
riistu biomasy s vysokou glukézaoxidazovou
aktivitou. V prib&hu fermentace je moZneé
pridavat koncentrovany glukézo-fruktézovy
sirup, s vyhodou kontinudlniho pfidavku
tak, aby aktudlni koncentrace glukozy ve
fermentatnim médiu se pohybovala v roz-
mezi od 2 do 6 % hmot., p¥i které je kon-
verze glukézy na kyselinu glukénovou nej-
rychlejsi. ,

Pro zaotkovdni fermenta&nich nadob je
moZné pou#it jak spdérového, tak 1 vegeta-
tivniho inokula. Spérové inokulum je moZ-
né pfipravit spldchnutim spér pouZivaného
mikroorganismu 0,1% roztokem Tweenu 80
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tak, aby pocatednj koncentrace spor ve fer-
mentaénim médiu byla v rozmezi 1 aZ 3 .
. 108 spor v 1 ml média. Vepetativni inoku-
lum g2 ziskd 12 a% 18hodinovym naklitenim
spor v podminkdch sniZené aerace a ddv-
kuje so do fermentacntho média v mucZstvi
od 1 do 1% % celkového objemu. Po prove-
dend feriwen‘aci se hanéénd hmmota mikro-
orgaaieiin oddeéli od Termmentadniho média
A mdiZe se pouZil v novém fermentanim
cyklu. Tento zplsob vedeni fermentace je
moiné pouZit 1 opakovang.

Fermentace se provadi a7z do dosaZeni
zddaného wytéZku, Nap¥. za a) 28 az 30 ho-
din "lze ptipravil 25 % hmot., za h) 35 aZ
40 hodin 35 % hmot, roztoky frukiozy a
kyseliny glukdnove, vzhledem ma poditedni
koncentraci plukézy je vytéZnost kyseliny
glukonoveé a) 90 @7 95 %, rosn. h) 93 az 97
procent, v piipadé fruktozy 100 %, Koncent-
race hiomisy ve Termoentaénim médin ne-
presabuje 1,2 # suché hmotnosti na 1 lity
média. Je técha ovSem poditat s urditymi
odchylkami v reakénich dobich i vyidZeich
v zavizlostl na pouZitém zabizeni, ve kterém
se kultivace uskutediiuje.

Vzniklon sl kyseliny glukdnové lze od-
separovat od fruktézy po zahudténi jedno-
duchou krystalizaci samovolné, pfipadné po
pridavku malého mnoZsivi rozpoustédla, ve
kterém neni uvedend siil rozpustna, a ziskat
tak fruktozovy koncentrat. Kyselinu gluké-
noveu je momné pripravit z jeji soli plisobe-
nim zfedéné mianerilni kyseliny a pak napf.
katexu (sulfénova prysky¥ice, Dowex 50, &i
jinymi primyslové b&Zné pouZivanymi kate-
xXy). Z roztoku kyseliny glukénové lze pii-
pravit glukoéno-é-laktéon krystalizaci super-
mnasyceného roztoku pii teplotdch od 36 do
57 °C, jak to popisuje nap¥. japonsky patent
€. 75123 674.

Vynilez ilusiruji nasledujici priklady pro-
vedeni, jimiZ se v8ak rozsah vyndlezu v Zad-
ném sméry neomezuje.

Priklad 1

Piipravi fermentatni médium, které

S0

obsahuje glukozo-fruktézovy sirup s 25 %

hmot. kazdé z t8chto sloZek a dalsi chemi-
kélie (% hmot.):

0,05 (NH4)2HPO4,
0,03 (NH4)2S04,
0,025 KH P04 a
0,022 MgSO04 . 7 H20.

Fermentace se provadi v nerezovéin tanku
s centrdlné umisténym mechanickym mi-
chadlem. Jako inokulum se pouZije suspenze
spor plisng Aspergillus niger N-XI kultivo-
vané na Sikmém sladinovém agaru 6 dni piii
30 °C, kterou pf¥ipravime tak, Ze spdry jsou
spldchnuty prisludnym mno¥stvim 0,1% roz-
tokem povrchové aktivni latky (Tween 80).
Takto pripravenou spérovou suspenzi zaog-
kujeme 3 dm? sterilniho fermentaniho mé-

B

dia takovym mnoZstvim spoérového inokula,
aby poféatetni koncentrace spor ve fermen-
tatnim médiu byla od 1 do 2.10° spor w
1 cmd.

V prvni fazi kultivace kli¢i spory pri tep-
loté¢ 30 °C, mich4ni 150 min.~1 vzdu¥néni
0,2 objemu vzduchu na 1 objem fermentac-
niho média, pH fermentaéniho média je
kontinualné vpravované v pribé&hu celé fer-
mentace pridavkem 30 % hmot. rozioku
NaQOH na hodnotu 6,2.

Po 12 8Z 15 bodinach zalind vlastni fer-
mentace. Zvy3i se michdani na 400 min."! a
vzduSnéni na 1 objem vzduchu na 1 objem
fermentatniho média, piitemZ ve fermen-
tacéni nadobé je udrzovany pretlak 0,1 MPa,
teplota 30 °C a hodnota pH 6,5. Celkova do-
ba fermentoce véetné& kliceni spoér ¢ini 45
aZ 50 hodiv. Vyslednym produktem je smés
frukitzy a kyseliny glukénové (ve formé
sodpé soli), p¥idemZ vyiéZzky glukonatu sod-
18ho dosahuiji 91 aZ 96 % vzhledem na vlo-
Zenou glukozu, vytgzky frukidzy jsou 100 %.
Ke tvorhé daldich organickych kyselin &i
pizmentd v pritb&hu fermentace nedochazi.

Priklad 2

Pripravi se fermentafni médium, jehoZ
sloZeni je uvedeno v prikladé 1, ale které
obsahuje gluk6zo-frulktozovy sirup s 10 %
hmot, kaZdé z t&chto sloZek. 2 dm?® tohoto
média se zaolkuje suspenzi spor Aspergil-
lus niger N-XI postupem uvedenym v pfi-
klads 1. Kultivuje se 20 hodin pfi 30 °C, pH
6,0, mich4ni 150 min.”1 a vzdu3né&ni 0,7 ob-
jemu wvzduchu ne 1 objem fermentaéniho
média. Prisludny podil takto p¥ipravené kul-
tury, postacujici k dosaZeni 5 aZ 15 % obj.
inckula, se vnese.do 20 dm® fermentadniho
tanku, ktery obsahuje 12 dm® produkéniho
média, jehoZ sloZeni je uvedeno v prikladé
1. Doba fermentace nepfesahuje 28 aZ 32
hodin. Viechny ostatni parametry p¥i fer-
mentaci i vytéZnost jsou stejné jako v p¥i-
kladég 1.

Priklad 3

Postup pripravy inokula i podminky fer-
mentace jsou stejné jako v prikladé& 1. Po
skonfeni fermentace se bunéfnd hmota
mikroeorganismu odseparuje a vnese se do
sterilniho glukézo-fruktézového sirupu o
obsahu 35 % hmot. kaZdé z t8chto sloZek.
Pedminky fermentace jsou analogické jako
v piikladd 1. Vytézky glukondtu sodného,
resp. fruktézy, dosahuil 94 aZ 98 %, resp.
100 %, vzhledem na vloZenou glukdzu, resp.
fruktézu. Tento postup je moZné 5krat opa-
kovat bez ztraty aktivity mycélia.

Pfiklad 4

Inokulum mfZeme pripravit postupem u-
vedenym v pPikladech 1 a 2. Pfipravi se
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10 dm?® sterilntho média, které obsahuje glu-
kézo-fruktézovy sirup s 20 % hmot. kaZzdé
z téchto slozek, dédle 0,6 % hmot. (NH4)2S04
a ostatni chemikadlie v mnozZstvi, jak je uve-
deno v pfiklad& 1. Fermentace se uskuteg-
liuje ve fermentoru o objemu 20 dm® za
podminek, které jsou wvedeny v pikladé 1.
Po poklesu koncentrace glukozy ve fermen-
tatnim médiu na 3 % hmot. je aktuéalni
koncentrace glukézy udrZovdna v rozmezi

od 1 do 5 % hmot. kontinualnim p¥idavkem
koncentrovaného roztoku glukézo-fruktézo-
vého sirupu. Timto zplsobem lze pFipravit
za 45 aZ 50 hodin 35 aZ 45 % hmot. roztoky
kyseliny gluk6énové a fruktdzy, pfiCemz vy-
t8Zky kyseliny glukénové, resp. fruktézy se
pohybuji okclo 94 a% 98 %, resp. 100 %
vztaZeno na vnesenou glukodzu, resp. fruk-
tozu.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob vyroby kyseliny glukénové ve-
dle fruktézy v submerzni kultufe Aspergil-
lus niger konverzi glukédzo-fruktézového si-
rupu vyznalujicl se tim, Ze se spdrova sus-
penze mutanty tohoto kmene N-XI bud za-
ofkuje do Inokulagniho tanku, v némZ se
pripravi vegetativni inokulum, kterym se
zaotkuje produkéni fermentor, nebo se po-
uZije pFfim¢ na inokulaci produkéniho fer-
mentoru a potom se mutanta kultivuje pfi
25 aZ 35 °C, hodnot& pH 5,0 az 7,5 v gluko-
zo-fruktézovém roztoku o konceniraci 5 aZ
40 % hmot. kaZdé z téchto sloZek, pFitemZ
po skondeni kultivace a separaci bunééné

Severogratia, n. p. zdvod 7, Moat

‘hmoty mikroorganismu se oddé&lf kyselina
‘glukonovs od fruktozy krystalizaci.

2. Zphsob vyroby podle bodu 1 vyznadu-
jici se tim, Ze koncentrace glukbézy se w
pribé&hu fermentace udrZuje kontinudlnim
pridavkem koncentrovaného glukézo-fruk-
tézového sirupu v rozmezi od 2 do 5 %
hmot. )

3. Zpisob vyroby podie bodu 1 vyznaduji-
ci se tim, Ze se po skonceni fermentace bu-
néfnd hmota mikroorganismu odseparuje
od fermenta¢niho média a opakované se po-
uZije pro konverzi glukézo-fruktézového
substratu.

Cena 2,40 K&s
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