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Timto é&lankem, v némZ jsou soustFedény ruzné poznatky o vgrobé
kyseliny citronové, zahajujeme serii Elankt o vjrobé kyseliny citro-
nové u nds.

Od r. 1893, kdy C. Wehmer jako prvy upozornil
na pritomnost kyseliny citronové v cukernych sub-
stratech, a kdy oznamil dosaZeni 50 %nich vytézku,
poditino ma vychozi cukr, pomoci jim popsanych
Penicilii jako Citromyces pfefferianus a Citromy-
ces glaber, prodélalo toto kvaSeni do dneSni doby
dlouhy vyvoj.

Ve smyslu poslednich praci, mechanismus citro-
nového kvaSeni na poc¢atku neni nepodobny glyko-
lytickému schematu kvaseni lihového: Sestiuhliko-
vy Fetézec rozpadne se na dvé casti, z nichz kazda
da vzniknout jedné molekule kyseliny pyrohrozno-
vé, z nichZz jedna poskytne oxydaéni dekarboxylaci
kyselinu octovou a COs. Tato kyselina octovi, o niz
je odiivodnéno se domnivat, Ze nikdy neexistuje ve
volném stavu, miiZe se vazat na kyselinu oxalocto-
vou, pochézejici ze synthesy: pyrohroznan + COs.
Produktem synthesy: kyselina octovd + kys. oxal-
octovd je v uréitych pfipadech pfimo kys. citrono-
va, avSak pouZije-li se uréitych citronovych plisni,
povazuje se za pravdépodobnéjdi, Ze kys. citronova
vznik4a hydrataci kyseliny cis-akonitové. Jiny zpu-
sob synthesy kys. oxaloctové jde pres kys. janta-
rovou, jez je produktem pfimé kopulace dvou mole-
~kul kys. octové. I v tomto p¥ipadé se zjisfuje, Ze
kys. citronové vznikd pifi synthese: kyselina octova
+ oxaloctova.

Kyselina $tavelovid vznik4d pfi citronovém kvasSe-
ni, bud oxydativnim Stépenim molekuly citratu,
nebo oxydativnim St&€penim oxalacetdtu, nebo pfi-
mou oxydaci kys. octové,
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(U kment s nizkou produkei kys. citronové vznikla
kys. se rozkldda hned jak vznika pres kys. isocitro-
novou, oxaljantarovou, g-ketoglutarovou, jantaro-
vou: timto zpisobem dojde se nazpét ke kyseliné
oxaloctové schopné vytvofit jednu molekulu citratu
a jednu molekulu acetatu. Jedna molekula kyseliny
octové pri tom zanika za vzniku H.O a COs;.)

Kvaseni povrchové

Obecnym pracovnim postupem je ten, Ze na po-
vrchu substritu t. zv. ,rastového vypéstuje se za
5—10 dnii souvisly mycelgnadeZ se, riistovy* substrat
nahradi vlastnim substritem, v némZ pliseii pie-
méni 50—80 9% cukru v kyselinu citronovou. Po-
¢ateéni koncentrace cukru v substratu jest 15—20
procent. Béhem kvaseni se mnohdy substrat ¢asteé-
né neutralisuje vipennym mlékem nebo praskovi-
tou kiidou. DalSi zpracovani se d&je pFes citrat va-
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penaty, z né&hoZ se rozkladem kys. sirovou uvol.ﬁuje
vznikla kys. citronova.

Jako priklad sloZeni substratu lze uvésti substrat
Karowlv (1942).

Koncentrace v substratu

SloZeni
A-ristovém | B-vlastnim

Sacharosa (g/1) 150,0 150,0
Moéovina (g/l) 1,0 0,6
MgSO0,.7H,0 (g/) 0,5 0,0
KH PO, (g/1) 0,08 0,05

I (gl) 0,15 0,15
MnSO‘ 4H,0 (mg/l) 0,02 0,02
ZnS0,.7TH,0 (mgl) 0,01 0,01

Zdrojem uhliku mohou byt vSechny cukry véetnd
pentos, avSak vytéZzky jsou ruzné: glukosa, malto-
sa, Skrob, poskytuji niZ$i vytdZky neZ sacharosa,
fruktosa a inulin, Také invert poskytuje niZ$i vy-
tézky nezli sacharosa. Cerstvé fepné melasy se jevi
daleko vyhodnéjsi nez staré a tftinové melasy.

Nejvhodné&jSim zdrojem dusiku se jevi podle né-
kterych autorti dusik dusi¢nanovy (dusiénan amon-
ny nebo dusiénan modoviny).

Vliv minerdlnich soli je sice znaény, avSak koli-
sd podle pouzitého kmene. Velmi dilleZitou zda se
rovnovaha mezi koncentraci tézkych kovi, zvlastd
mezi obsahem Zeleza a zinku.

Udrzovani pfiméfeného pH béhem kvaSeni je ne-
méné dilezité. Nizké pH je pFiznivé vySSim vytdz-
kiim a zmenSuje nebezpedi infekce, mimo to vznikla
kys. citronova je Cist8i a zabrafiuje se vzniku kys.
glukonové a sniZuje se obsah kys. Stavelové. K oky-
seleni je vyhodné&jsi HCI, pfi éemz Cl-ionty zvySuji
vytéZek. Presto vS8ak vétSina autortt doporuéuje
v posledni dobé prostfedi neutrilni, obzvlasté pro
kvaSeni submersni. U selektovanych kmenfi ¢etni
autofi doporucuji pH 5,5—6,0.

Vytézky

Pri laboratornich pokusech, p¥i nichZ se pracuje
se sacharosou, dosahuje se vytéZku az 90,7 %.
S melasovym substriatem dosaZeny vytézky 70—80
procent jak pF povrchovém, tak i submersnim
kvaSeni. Clutterbuck ziskal poloprovozné 87 % a
néktefi sovétsti autofi (Butkévié a spol. 1935 a Zu-
ravskij 1951) az 100 %.

w7

jak
u zplsobu povrchového, tak i submersniho pova-
Zuji se za uspokojivé.

Kvaseni submersni

Neobyéejny rozmach produkce kvasné kyseliny
citronové ve wvSech primyslovych statech svéta
predpokladal by pfi povrchovém kvaSeni ohrom-
nych ploch vyjadfenych v desitkdch hektari kvas-
né plochy. Tato zvySeni produkce byla viak pod-
minéna dosaZenim pmmyslové prijatelnych vysled-
kil kvaSeni submersniho poéinaje r. 1938,

Kultury pouZivaniich mikroorganismi

Podobné jako u kvaSeni povrchového fe to prede-
v8im Aspergillus niger, avSak i jemh p¥ibuzny
Aspergillus wentii nalezl pouZiti jmenowitd v SSSR
(G. L. Zuravskij 1951). Meétody p¥ipravy spor pro
inoculum a jejich konservace v Jjejich vztahu k vy-

tézku byly vSak shleddny pro submersni kvafeni
osobitymi. Teplota pro uchovavéni spor shledina opti-
méalni od 0—59C, obsah manganu v substratu piiz-
nivy, obsah zinku kolisd podle pouZité kultury.
Substrdt
SloZeni substritu pro submersni kvaSeni podobé
se slozeni substratu pro kvaSeni povrchové.

Substrdt podle Shu a Johnsona (1948)

Prostiedi A Prostiedi B
(pro inoculum) (provoznf)
Sacharosa 140,0 140(1)
Agar 20,0 — (1)
KH,PO, 1.0 2,6 (1)
MgSO, .7H,0 0,25 0,25(1)
NH,.NO, 2,50 2,60(1)
HC1 pH: 3,8
Cu"* 0,48 0,06(2)
Zn"* 3,80 0,25(2)
Fo-'r 2,20 1,30(2)
Mn"* 0—1,0 0—1,0(2)

(') g v litru.
(*) mg v litru.

Substrdt podle G. 1. Zuravského (g v litru)

Moéovina 1,00
NH,NO, 0,60

KH PO 0,16
MgSO 7H (0] 0,60

KCl 0,075

ZnS0,.7H,0 0,01
MnSO, . 7H,0 0,02
Sacharosa 150,0

HCl do pH: 4,6—5,0

MnozZstvi inokulovanych spor je dileZitym fakto-
rem. Je tfeba zakvasit takovym mnoZstvim spor a
vétrat takovym mnoZstvim vzduchu, aby v substra-
tu vznikly malé a jemné& vyzrn&né kolonie plisné.
Vytvofi-li se v substritu propletené slizovité sou-
vislé mycelium, je nutno olekévati sniZeni vytézku.
Pri pfipravé zapar s prospéchem pouzity iontoms-
ni¢e nebo filtrace pfes aktivni uhli nebo dekationi-
sace pomoci ferrokyanidu draselného (0,508 g
K4Fe(CN)g . 3H:0 na 1 litr). Pfidavek 1 az 3 %
methanolu zvySuje vytéZzek na melase na 70 %. *

Vétrani kvasici tekutiny

Obecné& plati — ¢&im lepsi vétrani, tim vy§§1 vy-
téZek. JeSt& vyssi vytéiky dosaZeny pii vétrani
kyslikem mnebo kyslikem bohatym vzduchem. Plati
to vSak jen pro provozni rozmér, kdezto v&trani
kyslikem pFi ristu mycelia vytéZek sniZuje. Také
kvaSeni pod tlakem COs do jisté miry inhibuje tvor-
bu kyseliny citronové nikoli v8ak tvorbu mycelia.
Mnozstvi vzduchu k vétrani potfebné pohybuje se
kolem 1 objemu za minutu pro 1 objem kapaliny.
Nedostate¢né vétrani podporuje tvorbu alkoholu
(Karow, Waksmann 1947).

Kvaseni

Submersni kvaSeni probihid takto: pFipravi se
koncentrovany cukerni roztok, jez po filtraci se
pfecerpa do sterilaéniho oddéleni, kde po pFidani
roztoku soli ze zvlastni nadrze a ziedéni se ve ste-
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ro¢, L (1955) ¢is. 6.

riladnich nAdobach vysteriluje a spusti se horky
gamospadem do kvasnych bubnil, v nichZ se znovu
pfivede do varu. Nato se substrat chladi a po oky-
seleni HCl, podle n8kterych autori na pH 4—5,
podle jinych na pH 6, a inokuluje se sporami
z inokulatoru nebo vyrostlou kulturou z predkvas-
né nadoby a vétra se sterilnim vzduchem. Kromé
promichavani vzduchem pouZiva se téZ mechanické-
ho michéani michadlem s uréitym poétem obratek.
Teplota pFi kvaSeni je 30—330C (ndkde téZz jen
280C). Teplota uvadéného vzduchu se téz reguluje
predehfatim. Po skonéeni procesu, kdyz vezrist
titraéni kyselosti zkvaSené zipary se zpomaluje,

spusti se zapara spolu s myceliem do dalSi nadoby,
kde se mycelium povafenim umrtvi a oddéli na ka-
lolisu a vylisovany mycel se jesté promyje. Odfil-
trovani prokvaSena zapara se pak dile zpracuje na
kyselinu citronovou stejné jako pfi kvaSeni po-
vrchovém. Doba kvaSeni je 60—68 hodin a pfi dob-
rém chodu kvasného procesu lze ziskat 60—80 kg
kyseliny i vice z 1 m® kvasného substratu.
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