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1. GvoD

Kyselina kéjov4, 5-hydroxy-2-(hydroxymetyl)-4H-pyran
-4-on, je produkovand v procese aerébnej fermentéacie

z roznych uhlikatych zdrojov rdznymi mikroorganiz-
mami.
0
HO
Struktirny vzorec kyseliny kéjovej 0 CHa OH

Kyselina k6jova (KK) bola objavend v roku 1907, jej
Strukttira bola stanovend v roku 1924 a chemickd syn-

optimalizdcia, Aspergillus tamarii

téza sa tspesne zavfdila v roku 1930 [1]. Z média fer-
mentovaného v povrchovych alebo submerznych pod-
mienkach sa kyselina kojova izoluje po oddeleni mycélia
a zahusteni ultrafiltrovanych lihov kry3talizdciou alebo
zrdZanim vo forme komplexov.

V prirodzenej forme sa KK vyskytuje v orientdlnych
fermentovanych pokrmoch (miso, saké, s6jovd omédlka
a pod.), ktorym dodava charakteristicki chut a voOiiu
[2].

Tieto vlastnosti sa vyuZivaji aj v derivatoch KK,
akymi si maltol, resp. etylmaltol, ktoré sliZia ako po-
travinarske aditiva. Vdaka chelataénym, antioxidaénym
a antibakteridlnym vlastnostiam sa skdma uplatnenie
kyseliny kéjovej a jej derivdtov v kozmetike, huméannej
medicine a pri vyvoji biodegradabilnjch pesticidov.
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2. MATERIAL A METODY

2.1 Mikroorganizmy

V experimentoch sa pouZil kmeii Aspergillus tamarii,
mutant VIII (CCM-781) 3lachteny y-Ziarenim [8].

2.2 Média a spisob kultivacie

Pre screeningové testy bola pouZitd metéda difiizie na
agarovych platniach [3] so Sabourodovou pevnou pfdou
a pridavkom FeCl;.

Pre pripravu vegetativneho inokula sldZila Czapek-
Doxova tekutd pdda ofkovana vodnou suspenziou spoér,
pre produkéni fazu definované mineralne gluk6zové
médium. Kultivovalo sa podas 7 dni na zavesnych rotac-
nych trepaékach (vyrobca CHTF SVST, frekvencia oté-
€ok 210.min—!) v 500 ml varnych bankdch s vpichmi
s 80 ml fermentatného média. Optimalizatné pokusy sa
uskutoCnili pomocou metédy grécko-latinskych 3tvorcov
s rozpisom 3x3 [4], vid obr. 1.

Obr. 1. V3eobecny rozpis experimentu pre optimalizdciu
metddou grécko-latinskijch Stvorcov.
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2.3 Analytické metady

Susina sa stanovila gravimetricky, redukujice sacha-
ridy modifikovanou metédou podla Lane-Eynona [5] a
kyselina koéjova spektrofotometricky s Fe,(S04)3.9H,0
[3].

VYSLEDKY A DISKUSIA

V prvej sérii pokusov boli zvolené hodnoty optimali-
zovanych faktorov na nasledovnych hladinéach:

100, 150 a 200 g.1-! — koncentracia gluk6zy

lizuje spolu s kyselinou kOjovou. Pre priebeh ferment&-
cie je nérast sudiny (23 g.l-1) vysoky, o v3ak mdZe
stvisiet s typom dusikatého zdroja a neoptimélnou kon-
centriciou stopovych prvkov. Je zndme, Ze mikroelemen-
ty tvoria aj prosteticki skupinu enzymov (napr. Fe, Cu,
Zn) alebo sliZia ako aktivaAtory enz¢mov (napr. Mn, Zn,
Co, Ca, Fe) [6]. V dal3ej optimalizacii boli preto ako
jednotlivé faktory zvolené prvky Fe, Mn, Zn pri hladi-
nach:

— Fe — 1,2,3.10-3g]-!

— Mn— 2,4,6.10-3g.1-!

— Zn — 1,2,3.10-3g1-!

Do média sa pridavali vo forme siranov. Rozpis a vy-
sledky pokusu si zhrnuté v tab. 2. Najlep3ie vysledky
sa dosiahli v kombinacii E, kde produkcia stipla na
35 g.1-! kyseliny koOjovej, zlepsila sa utilizicia sachari-
dov a zniZil sa aj nadrast biomasy, ¢im sa zvy3ila kon-
verzia zdroja uhlika v prospech produktu.

Tabulka 2. Rozpis a vysledky fermentdcii pri optimali-
zdeii stopovjch prvkov. Poé&iatoénd koncen-
trdcia glukézy 15%, pH = 4,0

| (g.1-1) | (g.1-1
Kombi- | pH | susina
nacia | MnSO, ZnSO, | FeSO, bio- RC KK
| masy
A | oo1 | 0005 |o{no5 1,86 \ 132 | 563 | 204
B | 001 | 001 | 001 180 | 123 | 703 | 156
c oot | 0015 | 0015 | 201 | 167 | 656 | 240
D | 002z | 0005 | 0015 | 1.80 | 16,9 | 724 | 258
E | 002 | 001 | 0005 | 1,81 | 124 72,4 35,8
F 0,02 0,015 | 0,01 1,77 | 13,6 929 22,1
G 0,03 | 0005 | 001 | 181 | 138 | 639 | 181
H 0,03 001 | 0,015 1,79 | 14,0 79,4 25,4
I | 003 | 0015 | 0joos | 174 | 122 | 769 | 221
i |

V biosyntéze sekundarnych metabolitov produkova-
nych vlaknitymi hubami hra doOleZitd dlohu priprava
biomasy s vysokou aktivitou enzymov potrebnych pre
syntézu, Go zavisi ve velkej miere aj od pouZitého typu
a koncentrdcie zdroja dusika [7]. Pre vylifenie moZ-
nosti interakcie nebola pouZita 3tatistickd met6da. Roz-
pis a vysledky s zhrnuté v tab. 3. Najlepdi vysledok
sa dosiahol s kombinovanym zdrojom dusika — NH,Cl
a mocovina. Zaujimavé si aj vysledky 5. a 7. paralelky,
v ktorych sa dosiahla niZ3ia akumul4dcia produktu, ale
vyssi vytazkovy koeficient yp/s ako v najlepSej 1. para-
lelke.

Tabulka 3. Rozpis a vysledky optimalizdcie dusikatého

0,1; 0,3; 0,4 g1-1! — vstupna sufina inokula igr’%]a_ Podiatoénd koncentrdcia glukbzy
20; 3,5; 50 — pH média
Rozpis a vysledky tejto varianty pokusu sd zhrnuté Pok i ) . N H H B RC KK
v tab. 1. Pri Statistickom spracovani, kde sa za objek- G |zdroj dusika (%) p%é. Jon. (g1-1{(gl=-1](g1=-1)
tivnu funkciu zvolila celkova akumulacia kyseliny v mé-
diu, zistil sa 1interval optimédlnych hodnét — pre gluk6zu ) | .
150—200 g.1~7, sudina inokula 0,3—0,4 g.1-! a pH 35—5,0. mofovina  |0,07 | 440 | 181 | 144 | 583 | 359
V najlepSej kombinécii H je v3ak z hladiska izol4cie ne- 2 NH,NO; 0,07 | 4,33 | 3,04 1g,z gg.g ig.g
- 3 NH,NO 0,035 | 430 | 361 | 138 : A
vyhodou vysoky obsah zbytkového cukru, ktorj kry3ta 3 !(Nk‘hhgm 007 | 445 | 132 | 118 | 1071 | 166
5 (NH,),S0, 0035 | 436 | 154 | 10,9 | 1179 | 214
. . . 6 | NHCI 0,07 |423 | 115 | 121 | 1244 | stopy
Tabulka 1. Rozpis a vysledky optimalizdcie poé. pH, kon- 7 NH,CI + ‘
centrdcie glukbzy a vstupnej sudiny inokula imoéovina 0,035 | 4,26 I 2,07 9,1 97,2 27,4
Potiatok fermentacie l Koniec fermentécie N — mnoZstvo dusika
B — sudina biomasy
- \ RC — redukujice sacharidy
b gl 55 2= = = KK — kyselina kbjova
pH | g2l g-_g_'. pu | E3l] 1L 4
ZE87 : SZET . :
L) .5:’%10.‘1"i 22| Dx | ¥ Optimalizdciou sa podarilo zvy¥it produkciu kyseliny
- -® T k6jovej submerznou fermentdciou z 22g.1-! na 35g.1-!
A 20 | o041 100 1,58 218 | 84,1 6,0 prekvaseného média s 15% pociatofnou koncentraciou
a =~ 150 | 206 | 229 | 956 7.7 glukozy, dosiahol sa aj optimdlny nérast biomasy. Pri
D 20 5% | BRuL IR LA | e | 1 Statistickom spracovani bola za objektivnu funkciu zvo-
| 2,0 0,3 200 1,63 19,9 182,8 6,3 1
E | 35 | 03 100 1,90 22,9 539 | 17,4 lena celkova produkcia KK v g.1-1, &o v3ak malo pri vy-
g j gg | gi 11553 1,22 gg gg,s | 17,0 sokej potiatotnej koncentrdcii gluk6zy, ktora je aktiva-
H | 35 | 04 | 200 1254 23’5 155:2 | 2:2':: torom syntézy KK, za nésledok vysokd hladinu zl;ytkovﬁch
1 | 50 ‘ 0,4 100 20 | 234 70,1 | 11 sacharidov v médiu. T4 nepriaznivo ovplyviiuje &istotu

a vytaZnost izoldcie produktu. V dalSom sa preto bude
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venovat pozornost hlbsiemu prekvaseniu a optimalizéa-
ciou vedenia procesu vo fermentore bude potrebné zZvy-
sit konverziu gluk3zy na kyselinu kojova.

Vysvetlivky

KK — kyselina kojova
RC — redukujice sacharidy v médiu po fermentacii
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kyseliny kojovej. Kvas. priim., 34, 1988, ¢. 5, s. 140—142.

Pouzitim mikroorganizmu Aspergillus tamarii sa opti-

malizaciou média zvysila produkcia kyseliny kojovej
z 22gl-! na 35gl1-! v 7-dinovej submerznej kultivacii.

Muxaauk, . — Topeuntdku, P.: PepmeHTaTHBHOE MOJY-
yeHHe KOEBOji KHCJOTbHI C NOMOIIbI0 CcyOMep3HOH KyJabTHBA-
uuH, Kpac. npym., 34, 1988, Ne 5, ctp. 140—142.

Ilocae ontumanusauuu Mmefnsi ¢ Aspergillus tamarii Kak
NPOAYUEHTOM TOBBICHJACH NPOJAYKIHS KOEBOH KHCJAOTH M3
22 r.a—1 ga 35 r.i—! ¢ MOMOULLIO cyOMep3HOl KyJbTHBAlHH
B TeueHuHe 7 JHeil.

Michalik, P. — Horenitzky, R.: Fermentation Production
of Kojic Acid. Kvas. pram., 34, 1988, No. 5, pp. 140—142.

After optimalization of fermentation medium — using
Aspergillus tamarii as producing strain — raised the
production of kojic acid from 22gl1-! to 35g.1-! in sub-
merged culture during 7 days.

Michalik, P. — Horenitzky, R.: Produktion der Kojisdure
durch Submerskultivation. Kvas. prim., 34, 1988, Nr.5,
S. 140—142.

Nach der Optimalization des Mediums Aspergillus ta-
marii als Produzent hat die Kojisdure Produktion vom
22 g.1-1 bis 35 g.1-! gestiegen durch Submerskultivierung
in 7 Tagen.



