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(54) Zpdsob vyroby kyseliny citronové

Vynélez se tyké zplisobu vyroby kyseliny citronové.

Dosud se prevéind 84st vyroby kyseliny citronové spoti¥ebovévala ve farmaceﬁtickém _
a potraviné¥ském primyslu. V posledni dob& se pofalo pouZivat kyseliny citronové a jejich
solf rovnd% v chemickém primyslu k virob® povrchovd ektivnich létek a pracich prost¥edkd.
Neddvno bylo zjisténo, %e je mo¥no kyselinu citronovou vyuZit k odstranovéni siry z od-
padnich plyn8, a tim Zistit prostiedf od neZistot.

Jsou znémy zplsoby vyrob kyseliny citfonové xultivac{ mikroorgenismd rdznych texono-
mickjeh skupin ns médifch s normélnimi parafiny, popsané napffklad v britskfch patentech
&. 1 187 610 a 1 203 006 a ve francouzskych patentech ¥. 1 573 655, 2 029 689 a 2 078 97%

Nej¥astdji se jeko producentu poufivé kvasnic druhu Candida lipolytica, jak je uve-
deno nap¥iklad ve francouzském patentu ¥. 2 003 199, v britskyeh patentech & 1 380 938
a 1 381 047 pfihladovatele Hitachi, ve francouzskych patentech &, 2 207 187 pfihla¥ovate-
le Mitsui Petrochemical Industry a 2 028 886 a 2 078 979 pfihla¥ovatele Takeda Chemical
Industry. Déle potom v britském patentﬁ %. 1 353 480, americkém patentu &. 3 801 455
a v britskych patentech &. 1 203 006 8l 285 687 prihlafovatele Pfizers, v sov&tskych pa-
tentech &. 448 652 a 493 979 a ve francouzskych patentech &. 2 208 980, 2 209 840,
2 249 950 a 2 271 287 prihladovateld ERAP a Inst. Franc. du Pétrole.
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' Nejvétéfho vytdiku kyseliny citromové se dosshlc podle sovitského petentu &, 448 652

u firmy Pfizer. Podle tohoto vynélezu se poulilo kmeme Csndide lipolytics APCC 8. 20.228,
produkujfefho kyselinu citronoveu p¥i kultivaci v Zivném médiu, které cbsshovalo Jeko
zdro} uhlfku n~slkeny & rovndZ zdroj dusfku a minersinf soli. '

Jako vytéZku fermontace se doséhlo koncentrace kyseliny citronové v nnoletvi 22% g
na 10° ma> fermentadntho bujénu, pofftdno na monchydrét. Vytdlek tétc kyseliny, poditéno
ne hmotnost vresenych n-alkand, ¥inil 125 %. Zpravidle se vitdfek vypolftéval ne bcivoﬁou
kyselinu citronovou. V takovém pPipadd ¥inila koncentrace besvodé kyseliny citronové
205 g na 10% mu? nédis & vytslek kyseliny citronové &inil 113,9 % hmotnostnich. Presto
tento andmy zplsob vyroby %édnou skutednd vynikajfef vytdinost kyseliny neznemenal.

Okolem vynélezu bylo vyvinout tekovy zplisodb vyroby kyseliny citronovd, ktery by umo%-
nil zvysit soulesn® koncentraci a vytiiek konelného produktu vhodnym vybérem odpovidajici-
ho producentu a jeho fermentaci{ za urfitych stanovenych pmimk.

Okol byl vyFeden s nedostatky dossvadnfch znémfch zpSsobd virchy byly odstrandny
u spisobu v¥roby kyseliny citronové fermentsci produkinfch kment druliv Cendide Iiﬁolytica
ne 2ivném médiu, obsahujfcim n-slkeny jsko sdroj uhliku, s ze provsdulfiovénf, podle vyné-
lezu, jeho% podstata spo¥ivé v tom, Ze jeko produkinfho kmens se pouZije kmene Candida
lipolytica, deponovaného pod Eislem CMPM U-184, s fermentace probihé pii hodnotd pi nejvy-
de 8,0,

Vihodnym je provéddt fermentaci pFl koncentraci kysliku v médiu v rozmez{ o8 50 do
90 % nasyceni & kdyZ kultivece probihé pFi hodnotd pH od 5,0 do 7,0. Rownd¥l je vyhodné,
kdy? slespont jeden 2z poulitych n-slkent mé 12 8% 19 atomd ubifku.

Poulitl dariého kmenie Candida lipolytics CHFM U-~184 & provédéni fermentace 3s uvedené
hodnoty pH umoZfnuje zvy¥ent vytélku komeZného produktu - kyseliny citromové - o 33 % ve
srovnén{ s vytdZkem, dosaZengm zpleobem podle sovitského patentu &, 448 652.

Kmen poufivany p¥i zplsobu podle vynéleszu se 1i¥3f od ostatniech kmemnd vytokm; stebili-
tou v tvorbs prakticléy pouze kyseliny citronové, nebot pomdy citrdétu k isocitrétu je 31 ¢

+ 1, Tim se viznemnd usnadniuje izolace kyseliny citronové z fermentefnfho roztoku.

Zplsotem podle vynélezu se vmolfiuje mepou¥ivat jake vfehozf létky pro vyrobu kyseli-
ny citronové potraviné¥ské suroviny, nybri n-alkany, a to s vytéikem, p!gé‘ttihwjictm 2né=-
mé visledky. Rovn¥Z v¥rotn{ néklady na virobu kyseliny citronové podle vynélesu jsou pod-
statné ni%sf, ne? napriklad pfi vyrobd z melasy.

Zpdsob podle vyndlezu se provéd{ nésledown¥. Kvasnice Candids lipoelytica CMPM U-184
se kultivovaly na %ivném médiu, obsshujfcim zdroj dusfku, zd4roj fosforu s deldi rsoli.
Jako zdroje uhlfku se pouZilc alespon jednoho alkanu e 12 &% 19 atomy uhlfku. Do Zivnéhp
média byls pridéna smis stopovfch prvkd kvasnicovy autolysét jeko sdroj vitamind. Kultiva-
ce se provéd¥la za provzdudnovéni pFfi koncentraci kyslfku v médiu od 50 do 90 % nasyceni
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a pii hodnotd pH nejvfse 8,0 po dobu 84 a% 144 hodin a pri teplotd od 28 do 30 %.

O%kovac{ lé4tka byla pripravena nésledujfcim splisobem. Candida lipolytica CMPM U~184,
mno¥end po 3 dny na Zirokém agaru, byla ve form¥ suspenze pienesena do ¥ivného roztoku
2 po 48 hodinové inkubaci v kédich na tfepa¥ce s 200 ot/min a p¥i teploté 28 af 30 o vy-
1la pouita pro naofkovéni fermentadniho média. '

Jako vysledek fermentace bylo dosaZeno koncentrace kyseliny citronové v mno¥stvi
237,3 g na 106 mm3 fermenta¥nfho bujénu, po¥fténo na monohydrét. VytéZek kyseliny citrono-
vé, potfiténo na nasazené n-alkeny, ¥inil 158 % hmotnostnich.

Kmen Candida lipolytica CMPM U-184 byl zfskén pisobenim nitrosomethylmoZoviny na bun-
ky Candide lipolytica IBFM U-160 (704i a néslednou selekcf{. MutaZni kmen byl deponovén
1. dnora 1978 a je uchovdn v Muzeu kultur primyslovych mikroorgenismi Institutu WNII Gene-

tika.

Kmen Candida lipolytica CMPM U-184 mé nésledujfc{ charakteristiku.

Mladd kultura mé tekuté a agarisovené mladind mé okrouhlé ovélné a pon&kud protéhlé
bunky o velikosti 2,0 - 5,0 x 3,0 - 10,0/pm a rovnéd Fetizce ze 3 aZ 4 bundk.

PFi rdstu na tekuté mledind p#i teplot® 25 %c se vytvéf{ 8. dne na povrchu média ten-
ky film a ne dn& zkumavky melé sraZenina. 15. a 16. dne se tloustxa filmu zvdtduje a rov-

n%% sraZenina.
Kolonie na mladinovém agaru, starém 10 dnd, jsou bflokrémové zberveny, V roviné, mat-

né, vyklenuté, stfed kolonie je mirn& vyvyfen, okraje jsou hladké. Ob¥{ kolonie jsou kré-
mové barvy, na okraji ¥lutozelend, trochu vrés¥ité, ploché, stfed je zvednut, okraje jsou

mirnd lopatovité.
8érov§ rdst je plochf, rovnf, matny, krémové barvy, okraje jsou hladké.

Kultura na skle na bramborovém agaru. Pseudomycelium je slabd vyvinuto, silné serob-

n{. Nezkvasuje cukr, asimiluje glukozu, ethanol, acetét, glycerin. Na galaktoze byl szazna-

menén slaby rist.

*

Neasimiluje 1lsktdzu, maltozu, sacharézu, rafinézu, arabindzu, xylézu a Ekrob.

Jako zdroje dusiku bylo pouZito (NH4)2 SO4 a NH4C1. Neroste ne nitrétech. Pln& pepto-

nizuje mléko.
Optiméln{ teplota pro rist Je 26 aZ 30 %c, meximélnf 33 °c.

Uchovévé se na agarisovaném médiu podle Riedra s_parafinem a ampulfch v lyofilisova-

ném stavu.

Popsany kmen Candida lipolytica CMPM U-184 se vyznafuje schopnosti, e p¥i rdstu na
givnych s n-alkany produkuje pfedeviim pouze samotnou kyselinu citronovou a prakticky



202 838
%#4anou kyselinu isocitronovou.

Aby se stabilite mutantu Candide lipolytica CMPM U-184 uohovnln, pfoo&kovalu se bi-
hem 4 m¥sfcd na Serstvé médium & parafinem - kultovace v bafikéch ne t¥epéku ~, celkenm by~
1o provedeno 40 sa sebou nésledujfcich paséif. Béhen v!t!iny operaci nopozbyla kultura .
schopnost produkovat gejména citrét. Naproti tomu se pomdr citrédtu k isoeitritu v médiu .
posunul je#t¥ vice ne stranu Zddané tvorby citrdtu, SR :

Ulo¥en{ muta¥niho kmene po dobu 6 let na egarisoveném médiu rpvh&!'nizhopéilo viest~

nosti této kultury. 7 ' “

PFi vSech zkoubkéch zdstala stabilnf a z prektického hlediska dﬂloiitt hlawn{ vliaste-
nost muta¥nfho kmene Candida lipolytica CMPM U-184, vihodné syntése citrétu na médifch
8 n-alkany. ' '

Vyndlez je dédle bliXe popnﬁn»naukonkrétnieh prikladech zplsobu vyroby kyeeliny citro-.

nové.

P¥{klad 1

Kvasnice Candida lipolytica CMPM U-184 byly wirfovény konstantni na sgerisoveném mi-
nerélnim médiu podle Readera s normélnimi alklny s poltem uhlfkd 12 a¥ 19. SloZent média
v g na 106 3 ginilo:

normédlni alkany c12 al 019 ) : 10,0
(NB4)2 S0, : : : ;,o ,
Mgs0,.7 Hy0 - , : ; 0,7

NaCl 0,5
KH,PO, | , 1,Q |
KHPO, 01
kvasny autolysét 20103 mad

sada mikroprvkd podle Burkholdera

ager-agar v o 25 0.

Sada mikroprvk podle Burkboldera zahrnuje néalodujiei 8loZky v ng na 106 ;Jgédia.
KJ-0,1; B-0,01; Mn?*-0,01; Zn®*-0,01; cu?*-0,01; Mo%*-0,01; Fe?*-0,05.

Kvasnice se kultivovaly na Sikmém agaru po dobu 3 dnd pFi teplotd 28 al 30 %, Sus- '
penze bundk byla pfeneoonn z agarisovaného média do bundk o objemu 250.103 3,.obeahuj£-
cich 50.103 3 okkovactho média.

Médium k z{skéni o¥kovacfho materidlu a k provedent fermanfdéé m¥lo nésledujifc{ slo-
Sen{ v hmotnostnich procentech. '



n-hexadekan (C,¢)

(FH,), SO,

H8304.7 HZO

NaCl

Ca(NO3),

KHZPO4

K25P04

kvasny autolysét

smds mikroprvkd podle Burkholdera.
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0,8

0,03
0,07
0,05.
0,04 * .
0,1

0,01
2.10% m3

Banky byly tfepény v t¥epalce s 200 ot/min po dobu 48 hodin. Ziskany oXkovaci mate- -

riél:bwi dén v mnoZstvi 5 % do fermenta¥nfho média.

Fermentace se provédéla po dobu 5 dnd v baiikéch o objemu 250.10° mn> vidy s 50,10
mm3 média a p¥i ridznych hodnotéch pH média od 3,0 do 8,0. PotFebné hodnota pH byle udrZo-

véna konstantnf pfidévénim sterilnfch roztokd NaCH a 32504.

Z{skané vysledky moZno zhodnotit podle nésledujfci tabulky I.

Tabulka I

Hodnota pH Kyeelina citronovéd Kyselina isccitronové

Vyta¥ek kyseliny
citronové, vztaZeno
na hmotnost vnese-

média 8/106 mm3 g/lo6 3 ného alkanu
v % hmotnostnich

3,0 stopy 0 -

4,0 3,7 0,4 46,3
5,0 9,3 1,0 + 116,3
6,0 12,4 1,4 19,0
'ipo 11,3 1,3 141,3
8,0 10,5 1,2 131,3

Pr{kled 2

Kvasnice se pomnoiovély ne 3ikmém agaru, obdobnd jak je uvedeno v p¥fklad® 1.

Suspenze bun¥k se & agarisovanym médiem prenesla do banky o objemu 750.103 mm3, kde bdbylo

50.103 nn3 o¥kovaciho média nésledujfctho slofenf v g/iO§ mm

norméln{ alkeny (C,, aZ 019)
(NH4)2 80,

I8504.7 H,0

NaCl '

Ca(NO4),

3

24,0
1,2
0,7
0,5

0,4
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KH2P04 , 1,0
K, HPO, 0,1
kvasny autolysét 2.10;_3 nm3

snés mikroprvkd popdle Burkholdera.

Kultivace se provéd¥la po dobu 72 hodip v tfepsce o 200 ot/min p¥i teploté 28 aZ

30 °C. Do fermentadni nédoby se vpravilo 0.5.106 mm3 oSkovac{ kultury,

Fermentace probflhals v p¥istroji o zdvihovém objemu 5.106 m3, obsshujicim 4.5.106
mm> hlavnfho média ndsledujfefho slofenf v 3/106 w3, :

norméln{ alkany (Cy, 8% Cyq) 72,0

(NH,),S0, 0,9

Mgs0,.7 Hy0 1,4

NaCl 0,5

Ca(NO4), . 0,8

1:‘1«1'21’04 2,0

KéHPO4 0,2

kvasny autolysét 2.103 m3

smis mikroprvkd podle Burkholdera dvojnéaobné mnoZstvi.

Hodnots pH média byla vdriovéna konstantni na 5,5 a¥ 6,5 pfidédvénim 10 ¥nfho roztoku
NaCH.

Koncentrace kysliku - 25 %, 50 % a 75 a¥ 90 % nasycen{ - se udriovala konstantni na
stélé drowni od podétku aZ 4o konce ferments¥niho procesu, Zeho se doséhlo sa¥nou ryche-,
losti oté¥ek t¥epa¥ky a objemu vzduchu, zavdd¥ného do fermentaln{ nédody za jednotku Sasu.

V nésledujfcf tabulce II jsou uvedeny vysledky maximélnfho obohaceni kyselin podle
nasyceni{ média kyslikem.

Tabulka II
. Vytétek kyseliny
% nasyceni Kyselina Kyselina citronové, vataZe-
sédia Doba fermentace citronové isocitronové no na poufity
kysliken v hodindch /105 mn3 2/106 mm3 © parafin
| | o % hmot.
25 108 40,6 3,0 56,4
50 108 48,0 4,0 66,6

7% af 90 84 81,0 7,5 112,5

.
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Pr{kled 3

Kvasnice byly mno¥eny na 3ikmém agaru po dobu 3 dnd p¥i teplot® 28 aZ 30 °c. Suspen-
ze bundk byla prenesena do benky o objemu 750.103 wnd s 50.103 mm? o¥kovaciho média,

Slo%enf o¥kovaciho média v g/lO6 mm3:
norméln{ alkany (012 a% C19) 48,0
4gS0,.7 H,0 : 0,7
NaCl 0,5
KH2P04 1,0
xvasny autolysst 4,0,103 m3

smés mikroprvkd podle Burkholdera.

Po 48 hodinové inkubaci v tFepsku byla ziskéna o%kovaci kultura p¥enesena do nové
sady bendk s o¥kovacim médiem. Objem inokula ¢inil 6 %, po¥{iténo na objem média.

Druhé sada ban¥k byla rovn&% umfsténa na t¥epdk a kultivovéna p¥i teplotd 28 % 30 %
po dobu 50 hodin. Hodnota pH média byla vdriovéna konstantni na 6,0 % 6,5 pridévénim ste-
rilnfho 10 ¥nfho roztoku NaOH.

500.103 mm3 vzrostlé kultury bylo p¥eneseno do fermentadnfho média. Objem média &inil
3,5.10% mm3.

Slofeni fermentadniho média v gramech:

norméln{ alkany (C,, &% 019) 600,0
(NH4)ZSO4 20,0
MgS0, .7 H,0 2,8
NaCl _ 1,5
Ca(N03)2 1,6
KH,PO, 4.0
K,HPO, ‘ 0,4
kvasny autolysét 8,0.103 mm3

smds mikroprvkd podle Burkholdera.

Fermentace se provédéla ve fermentanim aparétd o obsahu 106 mm3, pri teplotd 29 a%
30 °c, za intenzivnfho michén{ a provzdusnovént. Hodnota pH média byla udrZovéna konstant-
n{ na 6,0 8% 6,5 ptivédénim roztoku NaOH.

Po 144 hodinové kultivaci bylo dosaZeno koncentrace kyseliny citronové 217 g/lo

Soukasnd se vytvofila v médiu kyselina isocitronové v koncentraci 6 3/10 mm3.
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Celkovy obssh bezvodé kyseliny citronové v aparatufe ¥inil 868 g nebo 949,2 mono-
hydrdtu. Vyts%ek bezsvodé kyseliny citronové, podftdno hmbtnostné, 8inil 145 % a monohydré-

tu 158 ¥, vzta¥eno ne nasazené n-alkany.

P¥{klad 4

1

O¥kovaci materidl, p¥ipraveny obdobn& jeko v p¥fkladd 3, byl pdstovén postupnd ve
fermentalnich tancich o objemu 63.106 mm3 a 400.106 mm3 na médiu nésledujfctho slofent
v 3/106 nm3,

normélni alkany (012 a¥ 019) 48,0
(NH4)2804 ' 6,0
MgSO4.7 H,0 0,7
NaCl 0,5
Ca(N03)2 0,4
KH,PO, 1,0
KZHPO4 0,1
kvasny autolysét 2,0.103 mm3

smés mikroprvkd podle Burkholdera.

Doba fermenta¥nfho procesu v kazdém;taqku'éinila 48 hodin pPi teplot# 28 a% 30 °C
a p¥*i hodnot# pH od 5,0 do 5,5.

Hlévni fermentace potom probZhla v tanku o objemu 3,0 m?. Koeficient naplndni aparé-
tu byl 0,6. O%kovaci materidl byl vnesen do fermentadniho tanku v mno%stvi 10 %, po¥{téno

na objem médisa.

SloZeni fermentadnfho média v 3/106 mm3;

normélnt alkany'(cla a¥ 019) ‘ 100,0
(NH4)2804 5,0
lgSO4.1 H,0 , 1,4
NaCl 0,5
KH2P04 2,0
K,ZHPO4 0,2
kvasny autolysdt 4.0.103 mm3

smés mikroprvki podle Burkholdera.

fermentace probZhla p¥i teplotd 28 a% 30 %c. Hodnota pH média byla udrZovéna kon=
stantnf na 5,6 8% 6,0 priddvénim sterilntho 20 %¥niho roztoku NaCH.

Koncentrace kysliku ve fermenta¥nim nédiu byla udrZfovéna konstantni na 50 a% 80 % na-.

sycen{.
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Bshem fermenta¥nfho procesu byly 2. a 4. dne v odstupu 24 hodin p¥idény do fermental-

niho média normélnf elkany, pri¥em? katdé ¥dst ¥inila 2 %, po¥{téno na objem médie,

Hlavn{ fermentace trvala 120 hodin. Na konci fermentace %¥inil celkovy obsah kyseliny

citronové v aparatufe 368 kg. VytiZiek fermentace na_bezvodé kyselind citronové byl 128 %,

po¥iténo na hmotnost nasazenych parafind.

1.

»3.

4.

PEEDMET VYNALEZU

2

Zpisob viroby kyseliny citronové fermentac{ produk¥nich kmend druhu Candida lipolytica
na %ivném médiu, obsehujicim n-alkany Jjako zdroj uhliku, a z& provzdudnovéni, vyznadu-
jtet ese tim, %e se jako produkiniho kmene pouzije kmene Candida lipolytica, deponovené-
ho pod ¥islem CMPM U-184, a fermentace probfhé pFfi hodnot& pH nejvyZe 8,0.

Zpisob podle bodu 1, vyzna¥ujicf se tim, Ze fermentace probihd p¥i koncentraci kysltiku

v médiu v rozmez{ od 50 do 90 % nasyceni.

Zpisob podle bodu 1, vyzna¥ujici se tim, Ze kultivace probfhd p¥i hodnot& pH od 5,0 do

7,0.

Zpisob podle bodu 1, vyznadujfci se t{m, %e se pouZije alespon jeden z m-alkand s pot-
tem uhl{kd od 12 do 19.
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