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Vyndlez se tyka zplscbu intenzivngjil co pro kyselinu 3tavelovou, Ze totiZ skion
vyroby kyseliny citrénové pii zkvaSovéni k produkci kyseliny glukonové je jednak
melas za soudasného potlafeni tvorby ky- vlastnosti pouZitého kmene houby Asper-
seliny glukonové. gillus niger (Leopold J., Die Nahrung 3, 987,

U prtmyslovych kmenfl houby Aspergil- 1959) a jednak méZe byt tvorba kyseliny
lus niger je vedle vysoké produktivity ky- glukonové indukovdna pouZitou melasouy,
seliny citrinové cenéna téZ ta vlastnost, Ze jak dokazuiji v dal3im uvedend pozorovani.
netvoii Z&dné nebo pouze zanedbatelné Zatimco lze vyskyt kyseliny S$tavelové bé&-
mnoZstvi vedlej$ich kyselin, pfedeviim Ky- hem citrénového kvageni potladit tim, Ze
seliny $tavelové a kyseliny glukonové. Ved- se v substrdtu nastavi uréity pomér alka-
lej§i kyseliny vznikaji na ucet hlavniho 1if a fosfatu a-Ze se béhem ce!ého procesu
produktu a zt&Zuji jeho izolaci ze zivaie- udrzuje pH kolem 2,0 (USA patent 3335
ného rozitoku a jeho vycCiSténi. Kyselina 067, 1967, Process for producing citric acid.
Stavelova se vyskytuje Castéji neZ kyselina Miles Laboratories), neni podobny zdsah
glukonova. Studium vyskytu kyseliny Sta- pro eliminaci kyseliny glukonové doposud
velové b&hem citronového kvaSeni ukazalo, zndm. U né&kterych bakterii (Klebsiella
7e sklon k v&tsl ¢i men3i, (resp. Zadné) aerogenes) vznikd kyselina glukonovéd de-
tvorb& kyseliny 3tavelové je dén jednak hydrogenaci a néasledujici defosforylaci
specifitou pouZitého kmene houby Asper- glucoso-6-fosfatu (D. M. Neijssel, D. W.
gillus niger, jednak specifitou zkouZeng Tempest, Arch. Microbiol. 105, 183, 1975),
melasy, kterd miZe produkci kyseliny $ta- zaiimco substratem glucosooxydasy z hou-
velové u jednotlivych kmenfi indukovat ve by Aspergillus niger je glukbza. Apoenzym
vetsi ¢i men3i mife (Leopold . a Zd. Valtr, glucosooxydasy se skladd ze dvou iden-
Zentrabl. Bakteriol. II. Abt. 113, 24, 1960). Jak tickych podjednotek a jako kKoenzym slouZi
zndmo, podporuje vSeobecnd& neutrdlni a flavinadeninnukleotid (Harubito T., N. Osa-
zvl4§t alkalickd reakce tvorbu Xkyseliny mu, 0. Kazuji, J. Biochem. - Tokio, 78, 835,
Stavelové. TotéZ se projevuje i p¥l vzniku 1976). B&hem tvorby kyseliny giukonové
kyseliny glukonové, o podminkédch jeji houbou A.niger je potlaCena cesta Emb-
tyorby bshem citronoveho kvaseni je vsak den—Meyrhotfa (Franke W., Zentralbl. Bak-
znamo méné&. V principu pro ni plati totéz, teriol. II. Abt. 191,194, 1963), ¢imZ je hife
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zasobovén trikarboxylovy cyklus a sniZena
produkce Kkyseliny citrénové. Celd fFada
cukrdl, zvia§t vSak glukéza a nskteré or-
ganické’ kyseliny indukuji tvorbu glukoso-
oxydédsy (Franke W. L. Nochek. K. Acye,
Arch. Mikrobiol. 51, 323, 1965). Vedle pra-
ci, které se snaZily o potladeni tvorby ci-
zich Kkyselin, neutuchaly snahy zintenzivnit
tvorbu hlavniho produktu t. j. kyseliny cit-
rénové prisadou nékterych latek do kvas-
ného média. P¥ed léty byla doporudena pri-
sada arsenu, resp. kyanidusodného (Chug-
htal T. D. a T. Walker, Biochem. ]. 48, 524,
1951; 51, 484, 1954), siranu draselného
(Leopold ]., Z. Valtr, &sl. pat. 92291 — 1960
a 97292 — 1860), alkohollt (Quadar M. A.
et al, Pakistan J. Biochem. 1, 43, 1958)
jakoZ i jabletné tresti a sladovného kvétu
(Ilczuk Z., Zentralbl. Bakteriol. II. Abt. 593,
1972).  Podle ¢&s. patentu 135387 — 1970
(Kréméaf S., ]J. Tachmyna, ]. Tomovitov4)
lze zvygSit vytdZek kyseliny citrénové p¥i-
sadou etyléndiamintetraacetdtu do kvasné-
ho melasového média.

P¥i provedeném studiu melas, vyrobe-
nych z odrfid cukrovky péstovanych v sub-
tropické oblasti kolem St¥edozemniho mo-
Fe, bylo zjiSténo, Ze se p¥i jejich zkva3eni
na Kyselinu citrénovou produkénim kme-
nem houby Aspergillus niger, ktery na tu-
zemskych melasdch produkuje vidy pouze
kyselinu citrénovou bez vedlej§ich Kkyselin,
tvofi vedle kyseliny citrénové téZ znadné
mnoZstvi Kkyseliny glukonové. Je to tedy
pfiklad, kdy melasa indukuje v produké-
nim kmenu tvorbu Kkyseliny glukonové.
Zminéné melasy maji navic tu zvla$tnost,
Ze vytéZek kyseliny citrénové p¥i optiméalni
davce ferrokyanidu draselného (tj. té dév-
ce, pii které se docili optim&lni vyt&Zek ky-
seliny citréonové bez dal3ich zdsah@t do
kvasného roztoku)} je nizky a zdvisly na
poCatetnim pH kvasného média, které viak
téZ ovliviiuje tvorbu kyseliny glukonové. Pro
ilustraci jsou uvedeny v tabulce 1 vysled-
ky kvasnych pokusti jednoho druhu me-
las z FeCené oblasti. Zatim co zde pouZity
kmen houby A.niger ddvd na tuzemskych
melasdch vysoké vytézky kyseliny citréno-
vé (70 aZ 80 %) a neprodukuje Zadné ci-
zi kyseliny, je i optimdlni vytdZek kyseliny
citronové na cizi melase velmi nizky a
tvorba kyseliny glukonové nezvykle vyso-
kd. Ndpadna je citlivd =zavislost tvorby
obou Kkyselin na plivodnim pH kvasného
média. P¥i pH 7,10 je tvorba Kkyseliny ci-
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tréonové maximélni, tvorba kyseliny gluko-
nové minimdlni; ¢im vic se od optimalniho
pH odchylujeme, tim vic se m&ni pomér
obou kyselin v neprosp&ch kyseliny citrg-
nové. V tabulce 2 jsou uvedeny vytdZky
obou kyselin u daldich 4 druh@ melas té-
hoZ typu (nepodtrZena ¢isla); maximalni
vytéZky kyseliny citrénové jsou o néco vys-
8i, vytéZky kyseliny glukonové se pohybuji
v podobnych hranicich jako u vzorku z ta-
bulky 1 a projevuje se jejich velikd z&vis-
lost na pH média. U viech uvedenych po-
kusi je pomér obou kyselin takovy, Ze jiZ
nelze mluvit o citrénovém kvaSeni, ale o
smiSeném kvaSeni kyseliny citrénové a glu-
konové, které je pro prdmyslové Ttdely
bezcenné. Takové melasy by nebyly s pf¥i-
jatelnymi ekonomickymi vysledky provoz-
né& zpracovatelné. ,

Tabulka 1

Vliv pH kvasného média na vytéZky kyseli-
ny citrénové (v % na nasazeny cukr) p¥i
optimélni dédvce ferrokyanidu draselného

Vytszky v 0

pH kyseliny kyseliny
citronové glukonové
7,25 26,8 25,6
7,10 34,7 12,7
6,90 27,7 14,5
6,80 20,9 20,2
6,55 15,1 24,5

Uvedené nedostatky odstrariuje vyndlez,
jehoZ podstata spo€ivd v pilisobeni etylén-
diamintetraacetatu dvojsodného [chelatonu
3, EDTA) na kvasné médium. Kvasny mela-
sovy roztok je uvafen s optimédlni ddvkou
ferrokyanidu draselného a po doplnéni a
ochlazeni vodou se v n&m p¥i 50 aZ% 60 °C
nebo pii niZsi teploté rozpusti EDTA. Pro
dany druh melasy je podle vynalezu treba
pifedem vyzkouSet optimédlni pH kvasného
média (6,0 aZ 7,2) a téZ optimdlni davku
EDTA, pfibliZng 0,001 mol/l. Vliv etylén-
diamintetraacetdtu na vyt&Zky Kkyseliny
citronové a kyseliny glukonové u nékolika
druh@t fe€eného typu melas (I aZ IV) je
patrny z vysledku pokusti, uvedenych v ta-
bulce 2. Optimdlni koncentrace EDTA zde
byla 0,001 mol/l média; jeho pFisadou se
pH z média mirné sniZilo.
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U kaZdého zkouSeného druhu melas se
projevuje citliva zdvislost vyt&Zk kyseliny
citronové a kyseliny glukonové na pH
kvasného média. Optiméalni, avSak nizké
vytéZky Kkyseliny citrénové (od 36,6 do
41,7 %) jsou doprovézeny vytsZzky kyseli-
ny glukonové od 7,5 do 3,13 0. Prisada
EDTA podle vynédlezu zvy3i p#i hornim pH
u kazdého druhu melas vytéZky Kyseliny
citronové velmi vyrazn&, a to u melasy I z
36,6 na 58,4 9%, u melasy II z 41,8 na
56,1 %, u melasy III z 41,7 na 60,6 % a
u melasy 1V z 40,2 na 51,8 %, to je o 11 aZ
29 Y%. Soudasn& je podle vyndlezu vyskyt
kyseliny glukonové u melas I a II zcela
potlaten a u melasy IV byl jeji vytéZek
snizen na 1,3 %; pfFesto, Ze u melasy I1II
nebylo sniZeni vyt&zkd kyseliny glukonové
tak efektivni (z 27 % na 19 %), vzrostl
vytdZek kyseliny citrénové z 35 04 na 60 %.
K maximdlni stimulaci tvorby kyseliny ci-
tronové a zaroveti k nejefektivnéj¥imu po-
tlaCeni vzniku kyseliny glukonové je ti¥eba
vyzkouSet u kaZdého druhu pouZité mela-
sy optimalni pH kvasného média a opti-
malni -ddvku etyléndiamintetraacetatu. Ap-
likaci vyndlezu lze tedy zkvasit melasy,
které by nebyly provozn# zpracovatelné, s
prijatelnymi aZ dobrymi vytéZky Kkyseliny
citronové a technologicky nezdvadnym
mnoZstvim kyseliny glukonové.

JiZ citovanym &s. patentem &. 135387 je
piisada etyléndiamintetraacetatu do kvas-
ného média doporufena ku zvySeni vyt&z-
ku kyseliny citrénové. Mezi timto paten-
tem a predloZenym vyndlezem jsou vSak
nékteré zdsadni rozdily. Podle citovaného
patentu se melasovy substrat pfipravuje s
mnoZstvim ferrokyanidu draselného o 20
az 40 % niZ$im, neZ je optimdlni ddvka a
nejdiive po 30 min. se ptrida 0,0005 aZ 0,001
mol etyléndiamintetraacetdtu na 1 1 p¥i
teploté nad 60 °C, ¢imZ se zvysi vytéZek ky-
seliny citrénové o cca 20 %. Oproti tomu-
to postupu je u navrZeného vyndlezu sub-
strdt vafen s celou optimalni davkou ferro-
kyanidu draselného a etyléndiamintetra-
acetat se pridd do hotového substrdtu pri
teploté 60 °C a niZ8i. U vynélezu je pozo-
rovan velky vliv pH na zménu vyt&Zku ky-
seliny citrénové a kyseliny glukonové v
rozmezi 6,0 aZ 7,2, zatimco se €s. patent
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¢. 135387 spokojuje zminkou o tpravé pH
na 7,0 az 7,2 (viz. p¥iklad 1 citovaného pa-
tentu). A konefné& dal3i vyrazny rozdil me-
zi ob&ma srovndvanymi vyndlezy: u némi
pfedloZeného vyndlezu vykazuje EDTA jes-
té daldi efekt, a sice velmi intenzivni sni-
Zeni respektive .zastaveni tvorby Kkyseliny
glukonové b&hem citrénového kvaSeni. Na-
vrZzeny vyndlez se tedy li8i od citovaného
natentu v zdsadnich bodech.

Priklad 1

V 660 dilech vody rozpustime za michéni
a zahfivani na 80 ° C 800 dilti melasy, 0,46
dild kyseliny fosforeéné (s. hm. 1,25), 2,0
dily kyseliny sirové (s. hm. 1,565) a 3,2 di-
ly ferrokyanidu draselného. Roztok (s ob-
sahem cca. 32 % cukru) se p¥ivede do va-
ru, v némZ se urzuje 3/4 hodiny, nacef se
pripusti studend, biologicky nezdvadnd vo-
da do konetného objemu (koncentrace
cukru je 15 %). Teplota resultujiciho roz-
toku je asi 55 °C, pH 6,65. Pridame 0,001
mol etyléndiamintetraacetdtu dvojsodného
na 11, &imZ se pH roztoku posune na 6,50.
Po 8 aZ 9dennim kvaseni se vytvo¥{ 60,6 %
kyseliny citrénové (v % na nasazeny cukr)
a pouze stopy kyseliny glukonové. Bez pfi-
sady etyléndiamintetraacetatu jsou vyt&zky
kyseliny citrénové 36,0 % a kyseliny glu-
konové 18,7 %, pocitdno v % na nasazeny
cukr.

Priklad 2

S jinym druhem melasy je pFipraven
kvasny roztok stejnym zpfisobem jako u
pfikladu 1 aZ na okolnost, %e je pouZito
1,8 dild kyseliny sirové a 2,9 dild ferro--
kyanidu draselného; pH hotového roztoku
je 6,95. Po prisad& 0,0013 mol etyléndia-
mintetraacetdtu dvojsodného do 1 1 sub-
stratu klesne pH na 6,79. VytdZek Kkyseliny
citrénové ve zkvaSeném roztoku je 58,7 %
(poCitano na nasazeny cukr), kyselina giu-
konovd nebyla dokazatelnd. V kontrolnim
pokusu bez pfisady etyléndiamintetraace-
tatu jsou vyt&Zky kyseliny citrdnové 32,4 %
a kyseliny glukonové 27,1 % (poditano na
nasazeny cukr). .

PREDMET VYNALEZU

Zpasob pfipravy kvasného melasového
média pro citrénové kvaSeni za pouZiti fer-
rokyanidu draselného a etylédiamintetra-
acetdtu dvojsodného, vyznafeny tim, Ze se
melasovy roztok va¥i s optimdlni davkou
ferrokyanidu draselného, to je davkou, pri
které se docili optimélni vytsZek Kkyseliny

Severografia, n. p.,

citronové bez dalSich zasahi do kvasného
roztoku pii daném druhu melasy, naceZ se
do zchlazeného roztoku pii teplotd 40 a¥
60 °C pfida etyléndiamintetraacetat dvoj-
sodny v koncentraci 0,0005 aZ 0,002 mol na
1 1 kvasného média a pH kvasného média
se upravi na 6,0 aZ 7,2.

zavod 7, Most
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