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Organicke kyseliny vyrabane
mikrobialnymi biotechnologiami

» Hlavné organické kyseliny: kyselina citronova, kyselina mliecna, L-askorbova
kyselina, glukonova kyselina

» Vyrabané za pomoci:

a., anaerobnych mikroorganizmov - formovanie je naviazané na ich rast (s rastom
asociovana produkcia)

b., aerobnych baktérii a hub - akumulacia organickych kyselin je vysledkom
nekompletne oxidovaného susbtratu a casto je vyvolana nevyrovnanostou
niektorych esencialnych zivin, napr. mineralnych ionov

» Z toho vyplyva: ze tu existuju velké rozdiely vo fyziologickych predpokladoch
formovania tychto organickych kyselin




Priklady biotechnologickych procesov pri
vyrobe niektorych org. kyselin

Organické Organizmus | Komercna Proces Vyt'azok pouzitie
kyseliny produkcia

Kyslina fumarova  Rhizopus sp., Ano Glukoéza 3dnipri33°C  65% Zivice
Candida
n-alkany 7dnipri30°C  84%
Kys. propiénova  Propionibact ~ Ano Laktoza, 8-12 dni pri 60 % Parfémy a
erium glukdza, skrob  30°C fungicid
Kys. Malova Leuconostoc  Nie Fumarova 24 hodin 99 % Potraviny
brevis, kyselina a n-
Candida alkany 72 %
a-ketoglutarova Candida, Nie N-alkany a 40 hodin 67 %
kyselina Aerobacter glutamova
kyselina 46 %
5-ketoglukénova  Acetobacter  Ano Glukodza 5-6 dni 85 % L-tartarikova
kyselina suboxydans kyselina
2-keto glukonova  Serratia Ano Glukodza 16 hodin 95-100 % Izoaskorbova

marcescens kyselina




Kyselina citronova

» Komercne vyrabana pomocou submerznej fermentacie zo sacharozy alebo
melasy

» Pouziva sa Aspergillus niger
» Alebo sa vyraba synteticky z acetonu alebo glycerolu

» Synteticka metdda je nevyhodna - drahsia a hazardna - hazard predstavuju
vstupné latky a nadmerné mnozstvo reakénych krokov veducich k malému

vytazku

Fig - Citric Acid (CBHBO",J' atwo



Aplikacia kysliny citronovej

» Je produkovana v bezvodej forme (krystalizaciou z horticeho vodného
roztoku) alebo ako monohydrat (krystalizaciou pri teplote nizsej ako 36,6 °C)

» V potravinarstve:

a., dominantné pouzitie ma ako ochucovadlo a ako konzervacna latka v
potravinarstve a napojoch

b., soli kyseliny citronovej sa pouzivaju ako nosi¢ mineralov v biologicky
dostupnej forme v mnohych pridavnych latkach

» Vo farmaceutike:

a., v pouziti so sodou bikarbonou (bikarbonat sodny) v sumivych tabletach a
praskoch, ako priklad v antacide alebo rozpustnom aspirine




Aplikacia kysliny citronovej

» Cistenie a ako chela¢né ¢&inidlo

a., je excelentné chelacné cinidlo viazuce kovy. Pouziva sa na odstranovanie
vodného kamena z bojlerov evaporatorov

b., zmakcovac vody, ktory sa plne pouziva v mydlach a pracich prostriedkoch.
Prostrednictvom chelatacnych kovov v tvrdej vode umoznuje cCistiacim
prostriedkom produkovat’ penu a lepsie pracovat’ aj bez zmakcovania vody

c., aktivna ingrediencia v niektorych Cistiacich prostriedkoch

» Plasty

a., estery kyseliny citronovej, najma trietyl, tributyl a acetyltributyl estery sa
pouzivaju ako netoxické zmakcovadla plastov na ochranu potravin.




Aerobna respiracia glukozy
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Krebsov cycklus
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Microorganizmy

» Mnohé mikroorganizmy su producentami kyseliny citronovej
Baktérie: Bacillus licheniformis, B. subtilis, Corynebacterium sp.,
Huby: Aspergillus niger, A. awamori, A. foetidus, Penicillium restrictum

Kvasinky: Candida lipolytica, C. intermedia, Saccharomyces cerevisiae

Na komercnu produkciu bol zvoleny A. niger ako zastupca mikroskopickych hub
pre jeho jednoduchu manipulaciu, schopnost’ fermentovat’ rozne lacné substraty
s vysokym vyt'azkom kyseliny citronovej




Média

» Ako zdroj C,H,0 moze byt skrob, skrobovy hydrolyzat, trstinova stava,
glukdza, sachardza alebo melasa ---- sachardza je najcastejsie pouzivany
zdroj uhlika, za nou nasleduju glukoza, fruktoza a galaktoza

» Ako zdroj dusika: amonne soli ako preferované zdroje, rovnako mocovina,
siran amonny, chlorid amonny, pepton, sladinovy extrakt a iné

» Ako zdroj mineralov: zinok, mangan, zelezo, med a horcik podporuju tvorbu
kyseliny citronovej. Dihydrogén fosforecnan draselny je najvhodnejsi zdroj
fosforu.

» Rast Aspergillus niger vo vysokych koncentraciach cukrov a nizkej
koncentracii Fe3+ a Mn2+ dava vysoké vytazky kyseliny citronovej




pH

» Nizke pociatocné pH ma vyhodu v kontrole kontaminacie a inhibuje tvorbu
kyseliny stavelovej

» pH 2,2 je optimalne pre rast A. niger a vyrobu kyseliny citronovej

» pH okolo 5,4 a 6,0-6,5 bolo zistené ako najvhodnejsie pre produkciu kyseliny
citronovej vyrabanej z melasy




Prevzdusnovanie - aeracia

Vytvarani aeracie média - zvysujeme vytazok a redukujeme fermentacny cas
Je dolezité udrzovat hladinu kysliku na koncentracii 25 % nasytenia
Jeho prerusenie je skodlivé - niekedy s velkymi stratami

Aeracia prebieha pocas celej fermentacie rovnakou intenzitou




Industrialna vyroba

Industrialny
proces

Povrchova Submerzna
kultivacia kultivacia

Tekuté médiu Tuhé médium Premiesavaci Prevzdusnovaci
fermentor fermentor



Fermentacia v tekutom mediu
(Submerzna fermenacia = SmF)

» Najviac pouzivana technika na vyrobu kyseliny citronovej

» Je dobre prestudovana a vyraba sa pomocou nej viac ako 80 % kys. citronovej
na svete

Vyhody:

Vysoky vyt'azok a produktivita, nizke laboratorne naklady su hlavné dovody

» Existuju dva typy fermentorov:
1. Fermentor s premiesavanim

2. Vezovy fermentor




Média vyuzivané na submerznu
kultivaciu

Odbad pri virobe piva A. Niger ATTC 9142 19g/L 78,5
Repna melasa A. Niger ATTC 9142 109g/L

Trstinova melasa A. Niger T 55 - 65
Hemiceluléza z dreva A niger IMI-41874 27g/L 45
Datlovy sirup A. Niger ATTC 9142 - 41
Kukuricny skrob A. Niger IM-155 - 62
Skrobovy hydrolyzat Y. Lipolytica DS-1

Repkovy olej Y. Lipolytica A-101 - 75
Sojovy olej Y. Lipolytica A-101 - 57
Kokosovy olej C. Lipolytica N-5704 - 63
Palmovy olej C. Lipolytica N-5704 - 99,6
Olivovy olej C. Lipolytica N-5704 - 155
Sojovy olej C. Lipolytica N-5704 - 115
Glycerol C. Lipolytica N-5704 - 58,8
N-Parafin C. Lipolytica N-5704 - 161




Inokulum

» Ako inokulum slUzi suspenzia spor alebo pred kultivované mycélium

» Spory su produkované pocas 10-14 dni pri 25 °C v sklenenych flasiach na
tuhych zivnych podach

» Ak ako inokulum pouzivame spory, je potrebné pouzitie povrchovo aktivnych
latok na rovnomernu disperziu spor v mediu

» Pri pouziti predkultivovaného mycélia je potrebné dodrzat’ pravidlo, aspon 10
% inokula musi byt na Cerstvé médium

» Submerzna fermentacia za normalnych okolnosti konci po 5 - 10 dioch, zavisi
od podmienok




Morfologia mycelia pri submerznej
kultivacii

» Rast A. niger pri submerznej kultivacii je rozhodujuci, spravny tvar mycélia su
agregaty v tvare malych sférickych peliet - vlociek.

Myceliarne pelety by mali byt okolo 0,2 - 0,5 mm velké v tvrdym povrchom

Tento stav je sposobeny nedostatkom manganu v médiu alebo zjavnym
prirastkom ferokyanidovych ionov.

Mycelial pellet formation of marine-derived fungus: I
new formation pathway directly from hyphae. 2015. .
Tao Lu, Qi-Lei Zhang, Shan-Jing Yao Research &
Reviews: Journal of Microbiology and Biotechnology



https://www.rroij.com/open-access/mycelial-pellet-formation-of-marinederived-fungus-new-formationpathway-directly-from-hyphae.php?aid=56232#corr

Pouzitie suspenzie spor ako inokula

» Ak sa pouzije sporova suspenzia, ktora je obvykle kultivovana na tuhom médiu
je nutné ju aplikovat’ do sterilného substratu vo fermentore

» Médium sa prevzdusnuje, v niektorych procesoch sa premiesava

» Huby sa nechavaju rast pri teplote 30 °C pocas 18-30 hodin, kedy sa dosiahne
optimalne pH

Suspenzia spor v mikroskope




Povrchova fermentacia v tekutom mediu
s A. niger (liquid surface culture = LCF)

>
>

Pouziva sa rovnako tekuté zivné médium
Médium:

Repna melasa ako surovy material je stale
intenzivne vyuzivana

Priprava samotného substratu je o cosi
narocnejsia

No poziadavky na fermentaciu sU pomerne nizsie
ako u submerznej fermentacii

Je nutny pridavok zivin a alkalickeho ferokyanidu

Po sterilizacii a ochladeni média sa toto médium
plni do plytkych misiek ulozenych v regaloch vo
vetranej komore. Misky sa plnia od 0,05 do 0,20 m

Vzduch vpust Inokulum

Vzduch vypust «. Parna sterilizacia

Fermentacna
komora



Inokulum pri povrchovej kultivacii

» Pouzivaju sa spory A. niger ziskané rastom selektovanych druhov na
sporulacnom médiu

» Spory su zozbierané a distribuované na povrch média v miskach

Fyzikalne podmienky:
Sterilny vzduch je podmienkov pri fermentacii v komore

Privadzany vzduch ma dvojitu funkciu:

1. Dodava kyslik pre aerobnu respiraciu - ako konecny akceptor vodikov

2. Odvadza vyrobené teplo mimo fermentovany substrat




» Na povrchu sa tvori koherentny film a substrat sa postupne vyCerpava
» Odstranenie tazkych kovov ferokyanidom vyrazne obmedzuje sporulaciu

» Po 7 az 15 dnoch sa platne vyprazdnia a mycélium sa oddeli od
fermentovaného substratu

» Tekuty substrat sa precerpava do regeneracnej sekcie
» Neziaduce latky ako kyselina glukonova alebo st'avelova su castokrat pritomné

» Zamedzeniu ich vzniku sa predchadza opatrnou selekciou kmenov




Schéema produkcia kys. Citronovej s
pouzitim povrchovej kultivacie
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Z1skavanie produktu

» Ziskavanie kyseliny citronovej z fermentovanej tekutiny sa obvykle ziskava
troma cestami:

1. Zrazanim - najcastejsie vyuzivana metoda
2. Extrakciou
3. Adsorpciou a absorpciou - na to sluzia hlavne ionomenicové zivice

» Separacia kys. citronovej z tekutiny:

Pridanim hydroxidu vapenatého sa ziska tetrahydrat citratu vapenatého
Nasleduje premyvanie zrazeniny - jej oddelenia od tekutiny

Prida sa riedena kyselina sirova za vzniku kys. citronovej a zrazenina siranu
vapenatého

Prida sa bielidlo a nasleduje krystalizacia

Vznika bezvoda a monohydrat kyseliny citronovej




Produkt fermentacie
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Fermentacia tuhych substratov (solid-
state fermentation - SSF)

» Prvykrat vyvinuta v Japonsku, kde sa vyraba Koji - najjednoduchsia metdda
fermentacie

» Pomocou SSF je mozné fermentovat’ rozne materialy

» Vseobecne je substrat navlhceny na 70 % vlhkost’, zavisi vsak na substrate,
kolko vody dokaze prijat’

» Pociatocné pH je normalne pozmenené na 4,5 - 6 pH a teplota fermentacie od
28-30°C

» Najcastejsie vyuzivanym organizmus: Aspergillus niger

» Najdolezitejsia vyhoda SSF: pritomnost’ stopovych prvkov neoplyvnuje
produkciu kyseliny citronovej ako u SmF

» Taktiez, osetrovanie substratu nie je potrebne




Zavery a perspektivy

» Vyuzitie alternativnych surovych materialov na vyrobu kyseliny citronovej
pomocou SmF, LSC a SSF sa javia ako vhodna moznost’

» Je vsak potrebné zvolit spravny typ fermentacného procesu a prisposobit’ ho k
danej surovine

» Predosetrenie suroviny, pridavkom latok, sterilizacia substratu a pod. moze
zvysit’ konecnu produkciu

» DalSou oblastou pre zlepsenie je moznost izolacie novych kmenov, s lepSou
vyuzitelnost'ou substratov, mensou produkciou neziaducich latok, pripadne
genetické manipulacie.




