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(54) Zpisob p¥ipravy melasového substrdtu pro citronové kvaseni

1

Vynélez se t¥kd zpisobu pF¥{pravy melasového substrdtu pro citronové kvadeni pro pro-
dukdn{ kmeny houby Aspergillus niger zv148td citlivé vi&i inhibitorim v melase. -

Jak zndmo, vyfaduje melasovy substrét pro citronové kvaSeni p¥edevdim dpravu pH, kon-
centrace foafdtu e p¥ieadu optimdlnfho mnoistvi hexakyancieleznatanu draselného, event. dal=
%ich slouZenin, aby spory poufitého produk¥niho kmene houby Aspergillus niger dob¥e vykli-
&1ly a hyfy vyPostly v souvisly mycel, ktery md pFeménit cukr melasy v kyselinu citronovou.
Ddle je nutné volit podle daného druhu melasy a poufitého kmene vhodny zpisob p¥ipravy sub-
strdtu, aby bylo docileno optimdlnich vytéZkld. Obvykle se melasové roztoky s pFisadami vafi
s vét3{ ne¥ kone¥nou koncentraci cukru po urditou dobu a doplni biologicky nezdvadnou vo-
dou na konedny objem, Eim¥ se adroven zchladi, N&kdy se pouZivd misto varu ohfev na 80 -

95 °C., Melasovy roztok lze té% vaiit s pfisadami v kone&ném objemu a po ukondené operaci
zchladit na %ddanou teplotu. Existuji rizné varianty uvedeného vieobecného postupu, nap¥i- -
klad se nechd pFitékat melasa s kyseiinou sirovou nutnou k jeji neutralizaci do témé¥ vrou-
cfho roztoku obsahujfciho celkovou dévku hexekyanofeleznatenu draselného dle s. patentu

8. 121 832, P¥i daldi variantd je roztok hexakyanoZfeleznatanu okyselen kyselinou sirovou
podle &s. patentu &. 130 943. U krdtkodobého zpisobu se privede melasovy roztok s piisada-
mi do varw, ktery se udrii pouze 10 - 20 minut,nadeZ se doplni studenou‘vodu na koned&ny

objem viz &s. autorské osvéddeni &. 190 769. N¥kdy se pouiivd hexakyanoZeleznatan draselny
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v kombineacl s etyléndimdnotetrauoet&tem dle 3=, patontu 135 387. Nékteré melasy vyiaduji

p¥{davek zinku ve formé zinelinai;é soli., V posledni.dobl byla vénovéna pozormost Fizen{ kon=
centrace volného a vyardicﬁého iontu hexakyanofelesnatanmu, o kteryjch bylo ejiéténo, %e ma-
J1 zdsedni vliv na tvorbu kyseliny oitronové jak je popséno v &s. patentu 8. 188 969, Ve
vét¥ing pFipadld vystadime k siskdn{ dobryoh vyt¥Zkid kyseliny citronové se shora uvedenymi
zplsoby piipravy hanného substrdtu, at jif zpracovévdme ﬂzn‘ druhy melas nebo pou¥iviéme
rizné produkdni-kmeny houby Aspergillus niger. Vyskytuji se viiak kmeny, pro které Zdany

2z dosavadnfich zplisobd pFipraevy mlasov‘ho substrdtu neni vhodny¥, nebof tyto kmeny houby
Aspergillus niger jsou vidi doposud nesnﬁ&n inhibitordm obsafenym v melaséch ndchylné

v tom smyslu, ¥e jejich spory nevykli3f nebo k1fd{ opb!d&n‘ a xist hyf je bredén, slaby
mycel .brzy zastavi projevy Zivota, sméd{ n a nakonec se potopi. Takovd oitlivost produke
&nfho lomene vidi v¥t¥ind melas predstavuje tim vit_ii n‘doatatok. 8im vice vynikd dotydny
kmen svou biochemickou sktivi,tbu e sohopnbnt:( zkvasit melasovy substrét ve vitiich nef ob=
vyklfoh vyskéch a8 vit¥imi koncentracemi ocukru, a to s dobrymi vytéiky kyseliny oitronové.
Timto splisobem lze totif stévajici kapsoitu kvasného prostoru snadné avst#it. PodeFilo se
vypdatovat kmen houby Aaporsillul niger (s oznaSenim 12 nas{ nbirky a » osnalenim CCM « P -
~ 663 oficidlni sbirky nikroorganiam\) se shora popunjmi viastnostmi vysoce kvalitnfho
producenta kynliny citronové, ktery viek visi vét#iné zkousenyoh melas, respektive jejich .
dosud nesndémych inhibitord je tak citlivy, Ze jej nelse aplikovat v provoszu citsonového
kvadeni, Pat#{ tedy do skupiny shora popsanych vysoce aktivnich a séroven citlivyoh hcnyi
houby Aspergillus niger. Doposud nebyl zném postup, jakym by se 'duly pFedpoklédané inhibi-
tory m‘in. které st¥fujl nebo snemo¥mjl kli¥en{ konidif e rdst hyf zmin¥ného produkinie
ho kmene hbuby Aspergillus niger odstranit nebo rozrusit.

Zmindné pok{¥e a nedostatky pii nasasen{ ocitlivého produk&m‘.hé kmene houby Aspergillus
niger odstranuje vyndlez dvoustupnové p¥ipravy melasového substrdtu, p¥iSemd prvni stuped
probiké pFi vyssi teplotd pod tlakem a druhy¥ probihd pFi atmosfériokém tlaku. V prvanim
stupni se melasovy roztok po Spravé pH e po p¥isad§ hexskyaunofelesnatenu draselného zahie-
Je v tlakové nddob¥ na 105 = 130 °C a tato teplota se udriuje na dobu 10 = 60 minmut. Po

" ukon¥en{ reakce prvniho stupné se melasovy roztok podle vynélesu podrobi druhémm -tujm:l..
ktery spodivd v tom, ¥e jJe roztok pFelerpin do bi¥imé varné nédoby, ve které je s¥edén vo-
dou na 25 =~ 30 % cukru & vafen p¥i normélnim tlaku daldfch 5 = 50 mimut. Béhem této.etapy
doochdz{ ke stabilizaci koncentrace volného hexakyanofelesnatami; je té¥ mo¥no provést ko=
rekol jeho koncentrace bud jeho snfienim 15 min. varem s formalinem nebo svifenim p¥isadou
#ddaného nmo¥stvi hexakyanofelesnatanu draselného do schleseného rostoku. Po ukonSeném varu
Je rostok doplnén biologloky nezdvadnou vodou na konedny objem, Sim¥ se substrét sérover
schladf. Nyn{ se p#idd kyselina fosforednf nebo fosfdt a podle charakteru melasy téf siran
zine¥naty nebo Jiné p¥isady. Dévka hexakyanofelesnatamu draselného nemusi byt v prvaim stupe
ni optimélni a konednd, nebot se dé b¥hem druhého stupn¥ 1 po jeho ukonSeni Jetd korigo-
vat. Prvni ltupnon pf'ipravy substrdtu podle vyndélegu plnf pFedeviim funkei eliminace inhie
bitord kliSen{ a rdstu hyf v melase, zatimco druhy stupen p¥ipravy podle vyndlegu stabili-
zuje konedné optiméini slo,io_n:[ substrdtu a zaruduje vysoké a reprodukovatelné vitdiky kyse~
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liny citronové. Var pod tlakem v prvnim stupni lze provést pi¥imou parou nebo nepiimo top=-

_nim nadem piipadné duplikétorem. Prvy a druhy stupen p¥iprevy podle vynélezu lze té% pro-
vést pouze v jedné tlakové nddob¥, kterd v tomto p¥ipadé viek musi mit vétd{ obsah, odpo-
vidajfcl kone¥nému objemu substrdtu. Dévkovéni p¥{sad, zvld¥t¥ hexakyanofeleznatanu drasel=
ného, 1lze rosd¥lit do dvou stupnd. '

Pro demonstraci vyznamu vyndlezu byly srovmnény kvasné substrdty pPipravené z nékolika
druhd melas jednak podle b&#né motody; jednak podle vynélezu. Substrdty p¥ipravené bdEnymi
metodami jsou gkvasitelné produkdnim kmenem L1, ne vidy viak produkdnim kmenem L2, oitli-
vym vi$i inhibitorim t&chto melas;kmen L2 viak zkvas{ substrdty p¥ipravené podle vyndlezu.
V¥sledky arovnévao:(ch pokusd jsou uvedeny v tabulce I. ‘

Tabulka I: Vyté¥ky kyseliny oitronové po zkvafeni melas pripravenych Jak béinym zpisoben,
tak 1 podle vyndilezu s kmeny L1, K, L2. ViSka substrdtu 9 om, doba kvaSen{ 9
dnd.

Vyt§inost kyseliny citronové v % na nasezeny oukr (15 g)

druh , Substrdt bS%ng zpisob Substrdt podle vynélezu
melasy kmen L1 K L2 7y K L2
I T0,5 64,2 78,6 T4, 68,2 90,5
II 69,8 58,1 x 3,7 65,6 89,2
111 60,5 55,2 62,1 65,3 62,3 86,5
v 56,8 51,7 x 62,7 63,1 87,0

x - gubstrdt nezkvasitelny kmenem L2

P¥L srovnén{ vysledkd pokusi uvedenych v tabulce I vidime, fe ne melasdch zpracove=-
nfch podle vyndlezu ziskéme lepdi vytdZky kyseliny eitronové, nef ze stejnych melas zpra-
covenyoh bd¥nym zplsobem., U kmene L1 se zvy&i vitéiﬁost kyseliny citronové o 3 = 6 %,

W kmene K 0 4 = 12 %, a kmen L2 ddval nejvyss{ vitdiky kyseliny c:j.trono'vé, pFestofe sube
stréty pFipravené bdinym zpisobem byly t¥fko zkvasitelné, pop¥. vibec nezkvesitelné (mela-
sa II a IV). Tato skutednost ukasuje, Ze viéechny zkouSené kmeny houby Aspergillus niger
joou oitlivé vi¥i inhibitorim melas, ale v rizné mire. Uvedené nélezy znovu potvrzuji znéd-
mou skutednost, %e substrét a produkdni kmen tvoF¥i biologickou jednotu a %Ye vysledek bio=
chemické Sinnosti je tFeba posuzovat jako vysledsici tohoto souboru.

Vhodnd kvalita substrdtu piipraveného podle vyndlezu se zv14&t¥ projevuje u nejoitli-
véjsiho, ale velmi aktivniho kmene L2, ktery je schopen na tomto substrétu efektivné zkva-
sit vrstvu a¥ do 15 om vy¥ky, nebo koncentraci oukru af do 18 %, pop#. jejich kombinace.
Pim docilime nejen dobryoh vyt¥ikd kyseliny citronové, ale soudasné se zvysi kapacita
kvasného odd&leni.
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¥ ¥{klad 1

V tlakové nddobd vybavené michadlem a pFivodem tlakové péry piipravime za studena melasovy
roztok s kohcentraoi cukru 40 %, upravime pH rogtoku z¥eddnou kyselihbu sirovou na 6,8

a piidédme piedemkvyzkouﬁené mnofstvi hexakyanofeleznatanu draselného. Po uzavieni nédoby
zahfe;éms roztok p¥ivodem p¥imé pdry na teplotu 115 °C, kterou udr¥fme po dobu 30 minut.
Potéﬁ pF¥ederpdme roztok do beztlakové varné Aédoby, zfedime ho na koncentraci 30 % oukru

‘a féiime 26 miochdni dal#ich 30 minut. Pak Fedime melasovy roztok biologicky nezdvadnou vo=~
;dou na koncenfraci 15 % oukru, 8{m¥ se roztok zdroven zchladi na 60 °C a pFiddme 0,09 g ky=
seliny fosforedné na 1 litr roztoku. Koncetrace volného iontu ferrokyanidu se mé pohybovat
kolem 10 mg ve 100 ml. Melasovy substrdt obsshujici 15 % ocukru je pieveden do kvasnych mi-
sek, zao¥kovdn sporami kmene L2 houby Aspergillus niger a zkvaSen pii 32 °C pPi viSce vrst-
vy 9 cm po dobu Q dni. Vytéfek kyseliny citronowé po&itapj na nasazeny cukr je 87,8 %. Se
stejnym melasovym substrdtem p¥ipravenym podle vyndlezu a s poufitim kmene L1 dévd kvasny
pokus vytédZek 71,5 kyseliny citronové, s kmenem K 65,0 % kys. citronové. Péuiitim melaso=
vého substrétu pripraveného bdinym zpisobem (1) a,ﬁ kmenem L1 ddvd vyté¥ek 76,5 % & & kme-
nem K 59,2 %. '

P¥{iklaad 2

Kvasny melasovy roztok je pripraven stejnym zplsobem jako u piikladu 1 8 tim rozdilem,.ic
ohfev je proveden duplikdtorem. VytéZky kyseliny citronové jsou obdobné jako u p¥ikladu 1.

P¥{idklad 3

Kvaany melasovy roztok je pripreven podle p#ikladu 1 nebo pfikladu 2, avidak v tlakové né~
dobd takového rozméru, aby rostok po tlakovém varu mohl b¥t v ni Fed¥n a vaien p¥i atmo=-
sférickém tlaku. V této nddob¥ se provddf i ¥ed¥ni na konedny objem, takie cely proced
dvoustupnové pFipravy substrdtu probihd v jedné nddobs.

P¥{klad 4

Kvasny melasovy roztok je piipraven podle pi¥ikladu 1 s tim rozdilém, e je celkové mno¥stvi
hexakyanofeleznatanu draselného rozd¥lemo do 1. 1 2. stupné pFipravy a to tak, fe se polo=-
vina celkového mnofstvi hexakyanofeleznstanu draselného p¥idd do 1. stupné a druhd polovi-
na do 2, stupné pi¥ipravy substrdtu. Optimdini mnoXstvi pFidaného hexakyanoZelesnatanu dra-
selného se v tomto p¥ipad¥ 1181 od mno¥stvi uvedeného v p¥lkladu 1 a je obvykle nif¥f.

 PREDMET VYNKLEZU

Zplsob pFipravy melasového substrdtu pro citranové kva¥eni vyznaeny tim, Ze se provédi

ve dvou stupnich, p¥idemi v prvém stupni probihd ver poditlakem pii teplotd 105 a¥ 130 °¢
po dobu 10 a¥ 60 miﬁut_a v'ﬁruhém stupni p#i atmosférickém tlaku po dobu 5 af 60 minut,
pfidemZ kyselina toéfbre&nd nebo fosfdt se piidd a¥ do zchlazeného sudbstrdtu a ferrokyanid
draselny se p¥idd v prvafm stupni nebo se rozd§l{ na oba stupns.

Vytiskly Moravské tiskaiské zavody, Cena: 240 Kts
provoz 12, Leninova 21, Olomouc



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

