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(54) Zptsob pFipravy melasového substratu pro citronové kvadeni Fizenim koncentrace

hexakyanoZeleznatanu v roztoku a ve sraZenind

vynilez se tyké zplsobu pFipravy melasového substratu pro citronové kvadeni, které
umozfiuje upravu zadené koncentrace hexakyanoZeleznatanu (hkZ) v roztoku a ve sraZening,
zaruéujici optimdlni vytézky kyseliny citronové po zkvaseni produkénim kmenem houby Asper-

gillus niger.

PFi pouziti Fepné melasy jako suroviny pro citronové kvadeni, je ti#eba upravit vlast=-
ni melasovy roztok tak, aby v n&m vykligily konidie a vyrostl mycel produkéni houby Asper-
gillus niger, a aby tento pfemé&nil co mozna veskery cukr, obsaZeny v melase v kyselinu-
citronovou. Kromé neutralizace melasy a doplnéni obvyklého nedostatku fosfatu je nejdtle~
3it8j31 &lanek tpravy vareni melasového roztoku s optimalni koncentraci hexakyanoZelezna-
tanu (hKz), ktery predevdim vysrdzi t&zké kovy, navic v3ak jedté mnoho drasliku a néco vap-
niku a hoiéiku (Leopold a Valtr, Die Nahrung 8, 37, 166 /1960/-9.335 /1965/). Z téikych
kovi je v nejvétdim mnoZstvi zastoupeno felezo a jeho odstranéni, respektive znaéné sni-
zeni jeho koncentrace, stejné jako ostatnich t&zkych kovd (zinek, mangan, méd, kobelt, nikl,
molybden), je pFedpokladem dobrého ristu houby A. niger a jeji intenzivni produkce kyseli-
ny citronové. Ji% zminZny hkZ je prvni, nejosvédiendjsi a nejuzivandjsi prostifedek k tomu-
to Géelu. Casto se pouzivaji také iontom&nite (Perlman D., Kita D.A., Peterson W.H., Arch.
Biochem. 11,123-1946; Karow C.E,, Waksman S.A., Ind.Eng.Chem. 39, 821-1947; Aquello L.A.,

Kieber R.J., Ind.Eng.Chem. 53,253-1961), déle se doporuduje aktivni uhli /Kovats J., Le-
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wicka M., Przem.Rolny & SpoZ. 8,343-1954/ nebo komplexony (Choudhery Q., Pirt S.J., J.Gen.

Microbiol, 43,71-1966) a jejich kombinace s hkZ (KrémsF et al. &s. paf. 135387=-1970). Ne=-
ni vidy sledovano uplné odstranéni tdZdich kovd, &asto je pritomnost malého mnoZstvi Z4-
douci, Eoi zdlezi na specifitd pouzitého produkéniho kmene houby Aspergillus niger. Pomé-
ry jsou tim komplikovandjsi, Ze Cédst né&kterych kovi miZe byt, podle sloZeni melasy, vice
nebo mén& maskovéna vysokomolekuldrnimi sloudeninami melasy. Toxicky vlivvzminénych kové
na rGst houby A. niger miZe byt zeslaben p¥itomnosti komplexotvornych organickych kyselin
Jjeko kyselinou citronovou, jeble&nou, pyrohroznovou, fumarovou (Saistry K.S. et al., Arch.
Biochem.Biophys. 99,351~1962), Déle se mohou projevit ur&ité antagonismy kovd, kdy napii-
klad toxicita kobaltu, niklu & zinku je sniZena nebo odstrandna piitomnosti hoF&iku nebo
Zeleza (Sastry K.S. et al. Biochem.J.85,486~-1962) nebo mdd potladi vliv Zeleza (Miles La=-
boratories, Inc.Brit,742,972,Ch.A.1956,14176). HkZ, ktery nebyl vysréZen a nachazi se v roz-
toku, mé podle koncentrace stimula&ni nebo inhibi&ni vliv. Ndkte¥{ autori (Horitsu H. a
Clark D.S., Canad.J. Microbio. 12,901-1966) nepripisuji hkZ piimy vliv na enzymy termindl-
nich metabolismi submersnd p&stovaného mycelia houby A. niger & piikladeji prienivy vliv
na kvasny proces jeho indirektnimu pdsobeni jako sréfedla t&ikych kov@ a zdroven jako sti-
nmulédtoru rlstu hyf a produkce kyseliny citronové. Vy$&i koncentrace hkZ v roztoku pésobi
na metabolismus houby toxicky (Martin S.M.,Can.J.Microbiol. 1,644~1952). Mechanismus plso-
beni hkz ne zvySeni tvorby kyseliny citronové neni_jaény. P¥i submersnim kvageni povaZuji
ndkte#i autofi urditou koncentraci hkZ v roztoku, které zaruduje tvorbu mycelia ve formé
aktivnich mékkych kulifek, za dOleZitou pro biosyntézu kyseliny citronové (Akbar M , Ahmad
F., Choudhary M.A,Q., Pakistan J.Scient. and Ind.Res. 10,184~1867). Nerozpustny hkZ=kom
plex s tézkymi kovy pry pGsobi jeko pufr, ktery uvoliuje kovy, zvlasf Zelezo, ve vhodné
koncentraci pro maximélni produkci kyseliny citronové do roztoku (Choudhary A.Q.,Pirt S.

J., J.Gen.Microbiol 43,71~1966),

Nésleduji nové, neuveifejnéné poznatky, o které se vyndlez opiréd, a které byly ndmi
ziskény na melasovych substrédtech, pitipravenych z réznych melas rlznymi zplsoby. KaZdy
druh melasového roztoku byl vaien stoupajicimi koncentracemi hexmkyanoZeleznatanu drasel-
ného (hk2-K). Byly stanoveny koncentrace hkZ v roztoku a ve srazenind, koncentrace t&Zkych
kovi (Fe,Zn,Mn,Cu) & po kvadeni jednotlivych roztokd koncentrace vyprodukovené kyseliny
citronové. Niz&i davky hkZ jsou Uplné& vysrdZeny spolu se vemi tdikymi kovy a pFesto je
mnoZstvi kyseliny citronové po zkvadeni roztoku malé. Indukce intenzivni tvorby kyseliny
citronové nastane teprve po takové dévce hkZ-K, po které se objevi poprvé nizkd koncentra-
ce volného hkZ v melasovém roztoku. Velikost této dévky hk2 je zévisld na druhu melasy
a na zpUsobu pfipravy substratu. Odstren&ni pouze td%kych kovd z roztoku neni tedy p¥imou
pri&inou produkce kyseliny citronové, nybrZ conditio sine qua non, po jejimz splnéni na-
stane sice produkce kyseliny citronové, aviak aZ po vy3si davce hkZ, kdy uréity jeho maly
podil se objevi v roztoku. Intenzivni tvorba kyseliny citronové pokraduje paralelnd se
stoupajici koncentraci volného hkZ v roztoku aZ k maximu, po jeho2 dosaZeni &asto klesé,
nékdy vdak zlstédva konstantni, podle druhu melas, zpGsobu p*ipravy substrdtu e druhu kmene

houby Aspergillus niger. Pro vyt&Zek kyseliny citronové vdak neni rozhodujici pouze urdité
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koncentrace volného hkz v roztoku, ale také urditd koncentrace hkZ ve sraZenin&, nebof hk2
vysrdzi mimo t&zké kovy a jiﬁé kationty také ndkteré inhibitory citronového kvadeni. Vati-
me-1i toti? melasovy roztok s malou dévkou hk2-K, kterd sice stali k vysrdZeni té&zkych ko-
v, mikoli véek k dosaZeni optimalni komcentrace volnych Fe(CN)G-iontﬁ v roztoku a doplni-
me-1i chyb&jici mnoZstvi piisadou hkZ-K za studena (ze které tedy nic nepfejde do sraZeni-
ny), zvysi se po zkvageni roztoku produkce kyseliny citronové vyznemn&, aniZ by véAk dossh~
la optime. Toho dosdhneme teprve tehdy, je-li melasovy roztok vaien s vy38i dévkou hkZ-K
nebo po deldi dobu, popifipadd pi#i kyselé reakci. Tim se vysréZi vétdi mooZstvi Fe(CN)G-ion-
t6 s latkami, inhibujicimi produkci kyseliny citronové. Pfebytek Fe(CN) ~iontd vazany ve
srazeniné je prikticky bez Gginku na houbu A.niger. K dosaZeni maximdlnich vyt&zkd kyseli-
ny citronové na melasovych roztocich Je‘tedy tfebs zajistit optimdlni koncentraci volného
hkz v roztoku a jeho dostate&né mno2stvi ve sraZening k vazdni inhibitor® kvadeni. U dosa-
vadnich b&Znych zptsob& ptiprevy melasového roztoku pro citronové kvadeni a pfi neznalosti
funkce obou frakci hki se pouzivd substrét v nahodilém sloZeni, které se pravé vyskytne,

tedy bez kontroly & bez upravy mnoZstvi t&chte frakci.

Oproti dosavadnimu fetenému nedostatku tkvi pfednost zp@sobu pfipravy melasovych sub-~
stratd pro citronové kvaseni podle vyndlezu v tom, Ze se pii pouZiti kteréhokoli zptsobu
veteni reguluje koncentrace hk v roztoku, respektive ve sraZenin& po ptedeslénm stanoveni
jejich mnozstvi. Je tieba poukdzat na to, Ze neexistuje né&jaka vieobecné& platnd optimalni
Koncentrace hk# v roztoku nebo ve srafenin&, nebof zédvisi na druhu melasy, na zplsobu pii-
pravy kvasného roztoku a na kmenu houby Aspergillus niger. Je-li koncentracé hkZz v roztoku
pFilid nizksa, lze ji o stanoveny podil zvy3it podle vyndlezu piidanim hkZ-K do roztoku za
oby¢ejné teploty, maeximélné do 55 °c; pii "této teplotd hkZ jedtd zlstévd v roztoku. Je-li
viek koncentrace hk# pi#ili vysokd, je nutno piebytednou &ast odstranit. K tomu GZelu byly
doposud znémy dvé metody: vysrdzeni siranem zine&natym, jak je u submersniho citronového
kvaseni melasovych substrét@ provédi Clark D.S.(Ind.Eng.Chem.Prod.Res.Develop.1,59-~1962),
které viak nelze doporudit, nebof podle vlastnich pokusd neprobih4 reakce vzdy stechio-
metricky, zvla3td ne ze provoznich podminek e v melasovém roztoku a neni vidy reproduko-
vatelna. Druhy zpisob je reakce hkz s dithioni&itenem sodnym (SSSR-pat.&.455992-1975), kte=
rou se nam nepodaifilo reprodukovat ani ve vodnich ani v melasovych roztocich. Pouzivéme
proto metodu podle vyndlezu zaloZenou na reakci mezi Fe(CN)g=ionty a fbrmaldehydem, kteou
jsme vypracovali a provéi#ili ze &tvrtprovoznich a provoznich podminek. Podle Schwafzkop-
fa P.(Chem.Zentralhalle 83,11/4,1536-1912) se Fe(Cﬁ)G-ionfy ve vodnim roztoku za veru z ma-

1é dasti rozklédaji podle rovnic:

Fe(CN)g~ Fe(CN)S™ &  ON™.
Fe(CN) 3™ Fe?* &+ 5 CNT ;

vzniklé CN~ionty vaZe HCOH, a tim posunuje rovnovéhu ve smyslu rozkladu dalSich Fe(CN)g-
-iont®&. Podle vyndlezu se postupuje tak, Ze se po ukonZeni varného procesu piida, ani%

by byl var pteruden, 2,5-nasobek, tj. 555ml 40%niho formaldehydu na 1 ms,_takového nnoZ-

stvi formalinu, které se po schlazeni a doplnéni na kone&ny objem piidévé jeko antisepti~
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kum pro kvasny proces (580 ml formalinu na 2640 1 kone&nédho objemu) Roztok se v pFitomnos~
ti formalinu vai¥i 15 minut, naeZ se zchladi vodou a doplni se ne kone&ny objem B8hem 15
minut varu se spotifebuje z plvodniho mnoZstvi formelinu (predev3im na reakci s Fe(CN)6 -
~ionty a v malé mife vytdkénim) 3/5, tj 333 ml e zbylé mnostvi (222 ml) zfistdvé v mela-
sovém roztoku jako preventivni antiseptikum pro kvesny proces. Souvislost mezi koncentraci
Fe (CN)g-iontd v hotovém melasovém roztoku a v témZe roztoku po varu s formalinem ukazyje
obr. 1. Je~li podil Fe(CN)G-iontﬂ (hkz) zbylych v roztoku po plsobeni formalinu mens$i, ne%

bylo poZadovéno, lze jej snadno doplnit piisadou hkZ-K ze studena podle vynglezu.

Z celkového p¥ideného mnofstvi hk#-K pFechézi varem substritu prevéiny podil do era-
Zeniny a daleko men$i &4dst zOstdvd v roztoku. U rlznych zpGsobl pi#ipravy substrédtu jsou
tyto podily rézné. U dossvadnich zplsobl se nez¥idka vyskytnou nedostatky toho druhu, Ze
uréitému mnoZstvi khZ ve sreZenind odpovidéd p#ilid velky nebo maly podil hk% v roztoku.
Stane se napiiklad, Ze 'pii vafeni se stoupajicimi dédvkami hkZ-K z@stévé koncentrace hk
v roztoku nizké a konstantni, nebo Ze se hkZ v roztoku neobjevi, zatimco ve sraZenind pii-
byvéd. Tyto nedostatky lze, podle vyndlezu, odstranit tim, Ze prili3 nizkou koncentraci
volného hkZ v roztoku zvySime jeho doplndnim za studena a p¥i{lid vysokou koncentraci sni-
2ime 15 min varem s formalinem. Nékteré melasy vyZaduji k odstranéni inhibitord v&tdi po-
dil hkZ ve sraZenind, coZ lze realizovat v&t3i d4vkou hkZ-K nebo pat¥iinym (déle trvajicim
nebo kyselym) zplsobem varu, V tabulce 1 jsou konfrontovény vysledky kvasnych pokust se
substréty pripravenymi z rdznych melas bdZnymi metodami (a) a na tychZ substrétech, jejichi
hkZ-frakce byly'korigovény (b). Jedné se vesmds o &tvrtprovozni & provozni pokusy. Cara-
mi odd&lené pokusy v tabulce 1 jsou pi¥imo srovnatelné. Ukezuje se, %e optimdlni koncentra-
ce volného hkZ v jednotlivych substrétech jsou r@zné, podle druhu meles nbo podle zpdsobu
p¥ipravy substratu, nebof korespondujici hki-frakce ve sraZenind uréuji koncentraci volné-
ho hk% v roztoku. Opravou podle vyndlezu (pokusy b), tj. povatenim hotového subsatrétu
s HCOH, respektive p#isadou hkZ-K do substrétu za studena lze kvasny roztok piizplsobit
tak, Ze na ném dosaZené vytdiky kyseliny citronové jsou vy3#i neZ na plvodnim neupravendm
substrdtu, U pokus@ &. 1 a% 2 a &. 12 8% 13 bylo mno2stvi hkZ v roztoku sniZmno varem
8 HCOH stejnd jako u pokusd &. 5 aZ 7 a &, 10 eZ 11, kde v8ak prilisné sniZeni hkZ musﬁlo
byt korigovéno piisadou hkZ-K za studena (&. 7 a 4.11). PFfilis nizké mnoZstvi hk% v rozto-
ku u pokusd &. 3 a2 4 8 4. 8 az 9 bylo vyrovnino p¥isadou hkf-K za studena. Pokusnou serii
&. 14 g% 16 lze demonstrovat skute&nost, Ze lze nedostatek volného hkZ doplnit bud prisa~
dou hk#-K za studena, nebo ndkdy vhodnym zpGsobem varu (nepi¥iklsd krétkodobym), u kterého
zGstdvé vét3i podil hkZ v roztoku. Pozoruhodnéd je pokusnd série &. 17 aZ 19, a to tim, 3e
se zde Jedné o tak zvanou tupou melasu, u které zlstévéd 3iroké koncentraini pésmo hkZ
v roztoku (12,9 aZ 21,0 aZ 26,3 mg hkz/100 ml) prakticky bez vlivu na vyté&Zek kyseliny
citronové, Tyto tii koncentréce hkZ v roztoku byly dosaZeny piimym varem (pok. &. 17),
redukci hkz vatenim s HCOH (pok. &. 18) a piisadou hkf-K za studena (pok. &. 19).
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Tabulka 1

Vysledky kvasnych pokusG na substrétech z roznych melas, pFipravenych bd&2nymi metodami (a)

a na tychZ substrétech, jejichZ hkz-frakce byly korigovany (b) podle vynalezu

§is. zplGsob Mnozstvi hkZ v mg/100 ml roztoku: VytéZzek kyseliny
pokusu pitipravy pfed po po varu po ptisadé& hki citronové v ¢
substratu varem varu s HCOH za studens nasazeného cukru

1 8=-8 26,5 10,9 - - 50,0

2 b 26,5 10,9 4,5 - ‘55,3

3 a-n 30,0 3,5 - - 49,0

4 b 30,0 3,5 - 14,0 56,8

5 a-s 50,0 7.0 - - 54,3

6 b 50,0 7,0 1,5 - 49,0

7 b 50,0 7,0 1,5 4,0 60, 3

8 a-n 100,0 1,9 - - 48,1

9 b 100,0 1,9 - 5,1 62,3

10 a-s 60,0 10,0 - - 58,2
11 b 60,0 10,0 3,0 7,0 66,3

12 a-n 90,0 14,5 - - 56,3

13 b 90,0 14,5 8,1 - 63,0

14 a-n 110,0 2,5 - - 60,0

15 b 110,0 2,5 - 12,5 65,6
16 b*) 110,0 12,5 - - 64,9
17 a~s .51’0 21,0 - - 65,9
18 b 51,0 21,0 ’ 12,9 - 64,3

19 b 51,0 21,0 - 26,3 66,2

hkZ rovnd se Fe(CN)g~-ionty, a-s je stary zpGsob, a~n je novy zplisob neutrdlni (Leopold
a Valtr, Nehrung 13,11,68 (1969)
x) novy kratkodoby zplsob varu

Priklady provedeni

1 a) Kontrolni pokus je proveden podle starého zplsobu, V 660 1 vody ve varné nadobd roz-
pustime ze michéﬁi a zahtivéni pi#imou parou na 80 °C 800 kg melasy, 460 ml kyseliny fosfo-
reéné (s. hmot. 1,25), 2,0 1 kyseliny sirové (s. hmot. 1,565), &imZ dosidhneme pH roztoku
6,6 a2 6,8 a 3,2 kg hkZ-K; koncentrace cukru v roztoku je cirka 32 %. Roztok se piivede do
varu, ve kterém se udrZuje 3/4 hodiny, nafeZ je piivod péty zastaven, ne vSak michani. Po
1/4 hodin& piipustime studenou, biologicky nezévadnou vodu do kone&ného objemu 2 640 1,
piitemz teplota roztoku klesne na 55 °C; koncentrace cukru je asi 15 9%. Do roztoku piidané
mnoZstvi hexakyanoZelezhatanu draselného (hkZ-K) odpovidd 60,1 mg Fe(CN)g-iontd ve 100 ml
(hk2/100 ml), z nichZ se nachézi ve zchlezeném roztoku 16,4 mg/100 ml. Pi#idédme 30 g siranu

zineinatého a 580 ml formalinu (40%) jeko preventivni antiseptikum kvasného procesu. Roz-
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tok je zkva3en v miskdch provozni kvasné komory provoznim kmenem houby Aspergillus niger
pti 32 OC po dobu 8 a% 9 dn&, Vytdzek kyseliny citronové, vztaZeny na sazeny cukr, je

52,5 %. ‘

b) Podle vynélezu provedeme, oproti kontrolnimu pokusu, tu zm&nu, Ze po 3/4 hodinovém varu
ptidéme 1 450 ml formalinu (40 %) a vaiime déle 15 min. Var ukon&ime zastavenim p¥ivodu
pary a ihned chladime. Pied verem s formalinem obsahuje roztok, stejnd jeko u kontrolniho
pokusu, 16,4 mg hkz/100 ml, kteréZto mnofstvi je vdak varem v piitomnosti formalinu redu=-
kovéno na 8,1 mg. Vodou dopln&ny a zchlazeny roztok je zkvaden po pirisad& siranu zineéna~
tého, aviak bez deldi pi#isady formalinu. Vyt&Zek kyseliny citronové je 60,1 % vztaZeno na

nasazeny cukr.

¢c) Je piipraven melasovy substrat stejnym zptsobem jako sub a), avsak & 2,0 kg hkz~K, coZ
odpovidé 37,7 mg hkZ/100 ml. V hotovém substrétu je obsafeno 1,5 mg hkZ/100 ml; po prisa=-
d¢ 0,35 kg hkz-K do zchlazeného roztoku stoupne mnozstvi hkZ na 86,1 mg/100 ml, tedy stej=-
nou hodnotu jako u pokusu b). PFesto vdak dava kvesny pokus niZ8i nez o&ekavany vytéZek
kyseliny citronové, totiZ pouze 55,1 §. Tento vysledek indikuje, Ze mnoZstvi hkZ ve sraié-
ning je prilig nizké. Podle vyndlezu se zvy3i tim, Ze se melasovy substrdt pfipravi s vét=
g1 davkou, a to s 2,4 kg hkiz-K, odpovidajici 45,2 mg hkz/100 nl. Substrét obsshuje po varu
3,5 mg hki:/100 ml roztoku, kteréZto mnoZstvi je pFisédou 0,24 kg hkz-K za studene zvyseno

na 8,0 mg hkz/100 ml. Po zkvadeni roztoku je vytdZek kyseliny citronové 61,2 §.

2 a) Kontrolni pokus je proveden stejné jako u piikladu 1 &), avdak s jinou melasou, k- je-
jii ptipravé je pouzito 2,5 kg hkz-X, demuz odpdvidé 47,3 mg hkZ/100 ml. Hotovy zchlazeny
roztok obsahuje 3,6 mg hkZ/100 ml. Po zkvaseni je dosazen vytdZek kyseliny citronové'
55,4 %. ’

b) Podle vynalezu je oproti kontrolnimu pokusu provedena te zména, Ze ptidame do hotového
zchlazeného roztoku 0,21 kg hkz-K, &imZ zvydime koncentraci volného hkz v roztoku 2z 3,6 mg
na 7,7 ng ve 100 ml. Po zkvaseni korigovandho roztoku je dosazen vytézek kyseliny citrono~

vé 63,8 %.

3 a) Kontrolni pokus je proveden podle nového neutrélniho zpésobu. V 7,3 dilech vody roz=-
pustime 0,053 dilG hkZ-K, zahtfejeme na 95 a3 100 °C a za michéni a za stdlého udrZovéni
uvedené teploty piipoustime 8,8 dild melasy. S pritokem Fed&né kyseliny sirové (celkem
0,0221dilﬁ. s. hmot 1,565), potfebné k neutralizaci mélasy, potneme tehdy, kdyZ natekl do
varné kads asi 1 dil melasy; pH roztoku se udriuje pii 6,6 az 6,8. Kyselina fosfore&nd
(0,005 dilG) se piidéd kdykoli b&hem ptitoku. Po jeho ukonfeni se roztok povaeii asi 20 min,
nete: se zchladi a doplni biologicky nezévadnou vodou na kone&ny objem (29 dild), tékze
roztok obsahujé 15 ¢ cukru. Z p@vodnd do roztoku ptidanych 80 mg hk%/100 nl jich po varu
zGstelo 2,1 mg. Zchlazeny roztok, do ndho% se pFidé 0,006 dild formalinﬁ'(40 %) jako an-
tiseptika, je zkvaden pii 32 Oc g8 az 9 dnfi. Vytdzek kyseliny citronové je 62,5 %.

b) Podle vynélezu se ‘postup kontrolniho pokusu pozméni tak, Ze se po ukondeni 20 min varu
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pifida 0,016 dilt formalinu (40 %), a Ze se vafi ddle 15 min, nadeZ se zchladi a dokond&i ja=
ko u kontrolniho pokusu. P¥isada formalinu jako antiseptika odpada. Plvodni koncentrace
hkz, totiZz 20,1 mg/100 ml je pﬁsdbenim formalinu redukovéna né 9,2 mg. VytdZek zkvaseného

roztoku je 70,6 % kyseliny citronové, vztafeno na nasazeny cukr.

4 a) Kontrolni pokus je vaten kratkodobym neutralnim zplisobem: smichéme za studena 7,3 di-
ly vody’s 8,8 dilé melasy a pFidéme 0,011 dild kyseliny sirové (s. hmot. 1,565), 0,0066 di-
10 kyseliny mraven&i (85 %), kterd pdsobi jako antisebtikum za horka a CésteCn& nahrazuje
kyselinu sirovou, 0,005 dkl& kyseliny fosfore&né (s. hmot. 1,25) a 0,0277 dilé hk2-K, &e-
muZ odpovidéd 47,3 mg hkZ/100 ml kone&ného roztoku;'pH roztoku je 6,75. Roztok se za michd-
ni piivede do varu, ve kterém se udrZi 15 min, nadeZ se zchladi vodou a zéroven doplni na
kone&ny objem (29 dild). Roztok obsahuje 15 % cukru a 10,7 mg hkZ ve 100 ml. Po pfisads

0,0006 dilé sirsnu zine&natého je roztok zkvaSen., Vyt&zek kyseliny citronové je 63,1 %.

b) Podle v?nélezu se postupuje stejn& jeko sub a) s tim rozdilem, Ze se roztok vaii pouze
5 min, naleZ se piidéd 0,016 dilh formalinu a vafi se ddle 15 minut; potom se roztok zchla-
di a postupuje se déle jeko sub a). Koncentrace volného hkz je pGsobenim formalinu reduko=-

véna z 10,7 mg na 3,6 mg ve 100 ml. VytdZek kyseliny citronové je 71,2 %.

5.a) Kontrolni pokus je vafen krétkodobym kyselym zplsobem. Ze studena smichéme, stejné
Jako u ptikladu 4, 7,3 dily vody, 8,8 dild melasy a pitidéme 0,088 dilé kyseliny sirové,
0,005 dilé kyseliny fosfore&né, pFivedeme roztok do varu, ktery udrZujeme 15 minut, nadeZ
pfidéme 0,0264 dild hk2-K, vatime déle 5 min a zchladime vodou. PFebytek kyseliny neutra-
lizujeme 50 % roztokem techn. NaOH. Z p&vodnich 45,1 mg hkZ/100 ml z@stalo v hotovém roz-
toku 12,9 mg. Po pi‘isadé 0,0006 dilé siranu zineinatého je roztok zkva¥en. Vyt&Zek kyse-
liny citronové je 66,2 %.

b) Podle vyndlezu je postupovano stejnd jako u pokusu a) s tim rozdilem, e na 5 min var
s hkZ-K navazuje je3té 15 min var s 0,016 dily formalinu, po jeho2 ukonieni se roztok
zchladi, neutralizuje, & po p#isadé siranu zine&natého se zkvasi. Koncentrace volného hkz

‘v roztoku klesla z 12,9 mg na 4,9 mg/100 ml, Vyt&Zek kyseliny citronové je 63,5 %.

c) Je-li opakovan pokus b) a je-li do mchlazeného roztoku pFidédno 0,00157 dild hkz-K, zvy-
81 se koncentrace hkz z 4,9 mg na 7,6 mg ve 100 ml roztoku Po zkvaZeni upraveného rozto-

ku je dosaZen vyt&Zek kyseliny citronové 74,0 %, vztaZeno ne nasazeny cukr.

PREDMET VYNALEZU

i. Zpﬁéob piipravy melasového substrétu pro citronové kvadeni #izenim koncentrace Fe(CN)6
-iontl v roztoku a ve srazeningé, vyznaleny tim, Ze se p¥i vafeni melasového roztoku po-
uzivéd miniméln& takové mnoZstvi hexakyanoZeleznatanu draselného, aby se v roztoku dala

dokdzat piitomnost volnych Fe(CN)g~1lontd,
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2. ZpOsob piipravy melasového substratu podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze koncebtrace Fe (CN)¢
-iontd v roztoku se sni¥i povafenim hotového roztoku pFed nebo po dopln&ni vodou na ko=
ne&ny objem s tekovym mnoxstvim formaldehydu, sby jeho zbytek v roztoku neinhiboval

rést a produkci produk&niho kmene houby Aspergillus niger.

3. Zp@sob piipravy melasového substratu podle bodé 1 a 2, vyznaleny tim, e koncentrece
Fe(CN)g-ionth v roztoku se zvy8i ne Zadanou hodnotu pi¥idénim vypo&teného mnoZstvi hexa-

kyanoZeleznatenu drasslného do hotového zchlazeného substrétu o teplotd niZdi S5 °c.

Vytiskly Moravské tiskaiské zéavody,
provoz 12, Leninova 15, Olomouc Cena: 2,40 Ki&s
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