Za rozsirenie surovinovej zakladne priemyslu pomocou
kvasnej vyroby itakonovej kyseliny

JAN ARPAI

Methylén-jantarova kyselina je dvojsytnou kyse-
linou § jedntu dvojnou vizbou a oznacuje sa ako
jitakonovA kyselina. Jej chemicki struktira uZ na-
svedéuije tomu, Ze podobne ako derivaty methakry-
lovej kyseliny, tak ai tato zliidenina, poskytuje vy-
chodiskovy material pri syntéze pelyésterov. A vskut-
ku vynikni estery kyseliny itakonovej svojou vy-

663al5:547.462.3

hodnou technolégiou izomerizicie do aktivnych fo-
riem t. j. do trans-formy. Na ziklade tejto jej vlast-
ncsti treba kyselinu itakonovil zaradif medzi do-
leZité suroviny priemyslu umelych hmét a pravom
sa da predpokladat, Ze vyroba tejto surcviny by zna-
menala hospodarsky cenny prinos a zvySenie obra-
nyschopnosti $tatu,
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Z tohto hladiska je z:staveny rozhor, v ktorom
st sledované jednotlivé fazy vyroby a nutné pred-
poklady zavedenia vyroby konfrontované s nasimi
realizaénymi moZnostami v pritomnosti alebo v naj-
bliz8ej budfiencsti.

Chemické strukturalne vzorce itakonovej, akoni-

tovej a citronovej kyseliny napisané vedla seba:
ch — COOH H;C — COOH H;C — COOH
I
HOC — COOH C — COOH

i F —- COOH
I-Izc — COOH HC — COOH

kys. citronova

H:C

kys. akonitova kys. itakonova

poukazujil na moZnosti vyroby cestou chemickou.
Z kyseliny akonitovej, pofaZne z akonitanu vapena-
tého, ktory je obsaZeny v melase trstinového cukru.
je moZné vyrobit itakoncvi kyselinu, podobne i z ky-
seliny citrénovej sa da pripravif pyrolyzou kyselina
itakonova. Uvedené spdsoby chemickej vyroby sa
v3ak netimerne nakladné a spojené s obtiaZnou tech-
nolégiou. Pretc sa javi za dneSného stavu poznatkov
o vyrobe Kkyseliny itakonovej kvasni produkeia ako
najvyhodneiSia, a to tak z hladiska technologickeé-
ho ako i ekoncmického.

EKvasng vyrobe je zaloZeni na schopnosti istych
kmerniov plesni Aspergillus terreus a itakonikus vy-
luéovat kyselinu itakonova, ako produkt svojej vy-
meny latkcvej. Uvedené plesne st sice rozSirené
v teplejSich podach po celej zemeguli, av8ak schop-
nost jednotlivyeh izolatov produkovat Ziadana ky-
selinu je vePmi rozliSsna. A tak prvym a zakladnym
predpokladom kvasnej vyroby je, aby mala k dis-
pozicii dobry produkény kmef.

Produkény kmen sa poklada za vyhovujici z hPa-
diska vyroby, ak dava okolo 60 % vynosov kyseliny,
poCitané na spotrebu cukru t. j. glukozy. Takéto
vysokoprodukéné kmene by sa viBak v prirode len
tazko nasli a preto sa ziskavaji arteficidlne. Selek-
¢né prace na ziskanie dcbrého produkéného kmetia
spoéivaju v prvom rade na metédach kultivadnej
hybridizacie, pri ktorych behom procesu vyvoja,
prostrednictvom assimilacie a dissimilacie, vonkaj-
Sie vplyvy prenikaji do organizmu. Dobré sluZby
pri ziskani uZitonych foriem plesni konaja v istyech
pripadcch i silne posobiace faktory, akymi s napr.
rozne druhy Ziarenia; najmi aplikaciou ultrafialo-
vého svetla bolo moZné dat vznik vysokoproduktiv-
nym mutantom. Poukaz na tomto mieste nech slizi
k tomu, aby si vyskumnici uvedomtcvali, Ze pokro-
kova biolégia nezavrhuje praktické wvyuZitie silne
posobiacich faktorov tam, kde je eSte nedostatok
exaktnej metodiky, ale poukazuje na mylnost a reak-
¢nost - morganistickyeh vykladov teraz eSte jednc-
znatne mevyjasneného mechanizmu tidinnosti. Co sa
tyée udrZovania novoziskanych vlastnosti, ktoré
podliehajii Pahko zvratu, tu je treba volit vhodné
kultivaéné p:dmienky, aby sa zachovali nové vlast-
nosti len labilne zakotvené v organizme. V ustav-
nych a priemyselnych zbierkich sa nachadzaji u nas
kmene produkujiice kyselinu itakonovii a podarile
sa i miekofkym nafim mikrobiolégom izolovat no-
vych producentov. K¥m novoziskarné® kmene javili
zvitSa len veI'mi nizku produkein kyseliny a vyzado-
vali by si Slachtenie podFa uZ uvedenych zisad, za-
tial sa ukézalo, Ze mame k dispozicii registrované

kmene, ktoré davaji za laboratérnych podmienok
vytazky zodpovedajice uz minimalnym poziadavkam
rentabilnej kvasnej viroby. Ak vychadzam zo sprav-
nyeh infcrmaeii, tak plati, Ze naSe produkéné kme-
ne eSte neboli podrobené intenzivnemu Slachteniu a
preto moéZem iba na zaklade svojich poznatkov, zis-
kanych pri selekénych pracach v rdmeci aspiranta-
ry, prehlasif, Ze naSe zbierkové kmene reaguju na
uz uvedené zakroky kladne. DA sa preto predpokla-
daf, Ze kontinuitnou selekciou by bolc mozné &o do
produkéného kmefia zaistif postupny vzostup vyroby,
pri tom kmene, ktoré st uz v si¢asnosti k dispozieii
v niektorych laboratériach, méZu sluzit ake zdklad-
né prevadzkové kmene pri spusteni vyrobv. Tu vSak
treba poznamenat, Ze k tomu, aby mykologicky vy-
skum mohol v kratkom ¢ase dosiahnut prenikavych
vysledkov, bolo by treba usilie jednctlivych, na se-
ba nezavislich pracovnikov na tomto probléme zli-
&it, skoordinovat a vybavit materidlnymi ako aj
organizaénymi predpokladmi tuspechu.

Technoloqzcku viyskum lebo fermentatna techmka
naviazuje na vysledky mykologického vyskumu. Na-
kol'ko viem fermentécia kyseliny itakonovej v mi-
molaboratérnom meritku eSte u nas nebola preva-
dzana. Preto. zavedenie vyroby predpokladi u nas
T2 hodinovej fermentacii. V submerznych podmien-
kich je vSak rast a priebeh metabolizmu odlisny
kusy. Treba doporuéit hned zadat s hibkovou fer-
mentaciou, i ked na prechodné obdobie neni mo#no
z investi¢ného hladiska nepriznat vyhody povrcho-
vej metody.

Uspech fermenticie zavisi uz na priprave inokula,
na alcsti a mnoZstve spor, ktorymi sa zaotkuje
fermentadéni podda. Za tym udelom sa produkény
kmen z konzervafnej pody, popripade z lyofilizova-
nej konzervy, preoékuje na sporulaént pddu, ktora
na rozdiel od fermentaénej pody wvyvolava tvorbu
sice slabZicho mycélia, ale za to 8 hojnou sporula-
¢iou. ZloZenie sporuladéneij pddy zodpoveda - jej Spe-
cidlnemu uéelu. Sporuldcia, ako reakcia mikroorga-
nizmu na nepriaznivé podmienky wvrostredia, je vy-
volané disproporeicu zloZiek Zivného substritu, pri
dom najmi vyvolanim vvsokého osmotického tlaku
sa zZVySi intenzita.sporulacie. Dobre sa osvedéila
sporulatnd pdda nasledovného zloZenia: glukdza
22 o: vihan Zeleznaty 0,005g; siran horeénaty
(+ 7 H.0) 0.1 g: prim. fosforednan draselny 0,2 g
dusiénan sodny 12g, chlorid sodnv 35¢g; voda do
1000 ml. Pri spravhei pracovnej metodike donueuje
uvedens poda As»perglllus terreus k tvorbe bohato
a. rovnomerne sporulumceho mycélia. Na 1 cm? ta-
kejto sporuladnej nody vyrastd to mmoZstvo spdro-
vého materialu, ktoré je potrebné na inckuliciu
1 litru fermentaénej pody.

Fermentaénd pdda vio svojom klagickom zloZeni
mi za zaklad technickt glukézu. Kukuriény vyluh,
sirany horéika a zinku. rozliné dusiénany a chlori-
dy tvoria hlavné dopliikové zlozkv, ktcré sa prida-
vaill do fermentadnei noédv v roznei koncentricii,
zodoovedaific experimentilne zistenvm optimilnym
produkén¥m podmienkidm nrislus$ného kmefia, za da-
nych technologick¥ch - podmienok fermentacie. Po-
mocou kvselinv dusitnei alebo sirovej sa upravuje
pH fermentaénei pédy na = 2.

Spbsob fermentdcie, ako u% bolo uvedené, moZe
prebichat metdédou submerznej alebo povrchovej kul-
tivacie. Povrchovd kultivdcia, ktora v zasade nevy-
hovuje poZiadavkim modernej kvasnei technolégie,
byva viak u niektorych aerobnych fermentécii, akou
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je tiez vyroba kyseliny itakonovej, zdokonaleni ve-
tranim. Povrch kultiry je pri tom prefukovany
miernym prudem vlaZného, vlhkého vzduchu, pri
¢om sa pocita priblizne spotreba 1 litru vzduchu za
minutu na 1m?* povrchovej kultiry. V tejto Upra-
ve trva fermentacia za povrchovych podmienck 12
dni.

Modernou produkénou metodou je submerznd fer-
mentacia, ktord diva maximilne vytaZky asi po

T2hodinovej fermentécii. V submerznych podmien-

kach je vSak rast a priebeh metabolizmu odliny
oproti tymto Zivotnym funkecidm v podmienkach
povrchovej kultivacie. TAto okclnost sa musi nutne
odrazat v Uprave postupu a v zloZeni fermentadnej
pody. Uz pri inokuldcii sa javi iny postup. Propa-
gacia pokraduje tu zo sporuladnej pddy cez predoc-
kovaciu a ofkovaciu nédrz, ktorych obsah je upra-
veny tak, Ze dovoluji postupné zvidSenie kvasného
objemu. Inokulicia sa najlepSie prevadza naklide-
nymi spérami a d'al$ie pomnoZenie sa deje uZ vege-
tativnou formou v hlbkovej kultéire. Akost a mno#-
stvo inokula, t. j. sprdvna koncentricia spér a opti-
malny stupefi nakliéenia vo velkej miere vplyva na
produktivitu kvasného procesu. Nespravne volenim
inokulom, najmé predavkovanim, vyvolidva sa silny
rast mycélia, ale s relativhe nizkymi vynosmi itakc-
novej kyseliny, kym naopak niZ&ie davky zakvasu
davaji pomerne vysSie vynosy kyseliny vo vztahu
ku mnoZstvu mycélia.

Optimdlne zloZenie fermentaéne] pody, ako uZ
bolo spomenuté, je do velkej miery podmienené
vlastnostiami prcdukéného kmefia, ako i technold-
giou fermenticie. Ukazalo sa, Ze si rozdiele z tohto
hladiska nie iba medzi podmienkami povrchovej a
hlbkovej kultivacie, ale i medzi roznymi (pravami
hibkovej fermentécie. Tak napr. sa zistilo, Ze opti-
méilne zloZenie pddy v podmienkach laboratérnej
kultivicie nevyhovuje bez Upravy v poloprevadzko-
vych tankoch a dalej poznatky z poloprevadzky sa
neuplainili v celom rozsahu vo velkych fermento-
roch. Tato okolnost sa vyzdvihuje preto, Ze &asto-
krat sa mylne pokladid {ispeSné ukondenie labora-
torneho vyskumu, ako je to napr. v danom pripade
u kyseliny itakonovej, za dostatoéntt ziruku tspes-
ného zavedenia do vyroby, pri dcm sa nedocefiuje
potreba dokladnych poloprevadzkovyeh pokusov, In-
vesticie dp poloprevidzky sa mnohonisobne vyplatia
pri zavadzani ncvej vyroby a najimi takej, akou je
hlbkova fermenticia itakonovej kyseliny. Tu tech-
nické momenty, ako napr. intenzita a spdscb pre-
vzduSfiovania a mieSania, menovite sposob indtala-
cie a rozmery prevzduSfiovadla, velkost minutové-
ho objemu vzduchu, pcéet obratok a tvar mieSadla
a pod., uvedené v korelacii k-rozmerom a k objemu
tanku, sa uplatiiuii ako faktory vplyvajiice na Zi-
votné deje kvasného mikroorganizmu a tak treba
s nimi poditat pri zostaveni zloZenia fermentadnej
pody. A nie iba na tvar inStalacie, ale tieZ na zlo-
Zenie konStrukéného materiadlu fermentaénej apara-
tiry treba prihliadat pri zostaveni optiméalneho zlo-
Zenia pody. Ked sa totiZ z tispornych dévodiov mies-
to nerezu upotrebuje hlinik ako konStrukény ma-
teridl, tu treba za analytickej kontroly upravif ob-
sah zli¢enin alkalickych zemin v médiu, a to odliSne
od pbévodného predpisu, &im sa umcZnia dobré vi-
nogy aj v hlinfkovych fermentoroch.

Okrem uz uvedenych vplyvov rozhoduje tiez tep-
lota (v rozmedzi od 250 az 350C, pH (v rozmedzi
od 5 az 1,8), Eh, spdsob odpeficvania, spésob steri-
lizacie a udrzovanie sterility, tlakové pomery podas

fermentacie a iné, dnes eSte neznime faktory, ktoré
selektivnym vyskumom bude moino postupne ab-
strahovat.

Problému kontamindcie sa treba venovat, leho
podmiefiuje volbu fermentadnej metddy, ako aj
umiestnenia vyroby. Produkeia kyseliny u niekto-
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Schéma kvasnej vjroby kyseliny itakonouvej
(podla V. F. Pfeifera, Ch. Vojnovicha, E. N. Hegera)

1. cukor a Ziviny — la mieSatka — 2. Zerpadlo — 3. vstup
pary cez trysku — 4. tdtlumové potrubie — 5. privod vody —
6. v¥mena tepla — 7. labor. kultiry produkiného kmefia
(Aspergillus tereus) — 7a. ofkovaci tank — 8, nadrZz na proti-
penové prostriedky — 9. kvasny tank (fermenta¢ny tank) —
10. pristup vzduchu — 11. kompressor — 12, vzdulny filter —
13. zbernd nédrz ma ferment. tekufinu (predloha) — 1¢. filter
vikuovy kalolis — 15 odparovaci tank — 16. trojstupiiovy
odparovad — 17, krystalizdtor — 18, predloha (prisunova
nadrZ) k odstredivke — 19. odstredivka — 20, krystalizovany
produkt — 21. pridavok vody — 22 nddrZ pa surovy produkt
(s adsorbinou vlozkou) — 23, vid 14 — 24 vid 17 — 25. vid 18
— 26. vid 19—27 ¢isty liqQuor — 28. krystalizovany produkt —
29, I liquor — 30. vid 15 — 31. jednostupfiovy odparovaé —
32, vid 17.—33. vid 18. — 34, vid 19, — 35. II. vykryitalizovany
materidl — 36. II. liquor do odpadu — 37 vykry&talizovany
materidl — 38. vystSanie — 39, findlny produkt,

rych kmefiov relativne lepSie prebieha pri vysSom
PH, zniZené pH na 2,2 a% 1,8 m4 v3ak v¥hodu najmi
z hPadiska zachovania sterility procesu. Pri tak
nizkom pH uZ nehrozi baktéridlna kontaminacia, ale
to elte nevyluduje znelistenie produkénej kultGry
inymi plesfiami patriacimi najmi do rodu Asper-
gillus. Takato plesfiovAd kontaminacia je vePmi ne-
bezpetni a pri vzdusnej infekcii plesfiou Aspergillus
niger je produkeia itakonovej kyseliny prerusena.
Spravne vyhodnotenie otdzky vplyvu sterility sa
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odraza nie iba pri volbe technologického postupu,
ale aj pri projektovani novej vyrobne, ktora pre zvy-
Sené nebezpecie pleshove] kontaminicie nemi byt
v blizkosti, potaZne pric¢lenens k inej podobnej my-
kologickej wvyrobe, i keby aspekty hospodirnosti
k tomu viedli.

Pre nase pomery rozhoduje o zavadzani kvasnej
vyroby itakonovej kyseliny eSte aj lacny zdrcj zd-
Ekladnej suroviny pre fermentadnii pédu. Vyskum sa
tu zameriava na sledovanie wvSetkych cukernatych
priemyselnych odpadov (melasa, sulfitové vyluhy
atd.). Ako vyhodné sa javia vedlajsie produkty ku-
kuriénej Skrobarne (surovy kukuriény cukor, zadné
gkroby po uprave), ktoré s kukuriénym vyluhom
(corn-steep liquor) by mohli zaistif surovinovi za-
kladfiu k vyrobe kyseliny itakonovej. A na zaklade
toho nanucuje sa myslienka spoijif vyrobu kyseliny
itakonovej s kukuriénou Skrobarfiou, ¢éim by sa
umoznilo i priame zuZitkovanie nezahustenych vy-
luhov pri zkvaSovani.

Zavedenie novej vyroby si vyZaduje zaistenie po
stranke laboratérnej i prevadzkovei aenalytiky. Spe-
cifické analytické metédy na stanovenie Kkyseliny
itakonovej su dcstatoéne dobre rozpracované. Je to
Specidlna metéda podPfa Friedkina, spodivajiica na
bromécii a d’'alej sa dobre osveddila papierova chro-
matografia. Pre beZznu prevadzkovi kontrolu fer-
mentacie sta¢i stanovenie titracnej acidity.

Zbyva este povisat ziskanie finalného produltu.
Po oddeleni mycélia od fermentovanej tekutiny, kto-
ré sa deje premyvanim, vylisovanim a filtraciou, sa
prevadza vlastna izolécia kyseliny. Deje sa to odpa-
rovanim, za ktorého itakonova kyselina vykryStali-
zuje v necistej forme. Systémom prepravania, filtra-
cle, popripade odstredenia a nasledovného suSenia

sa ziskiva produkt asi 90 % distoty. Cistenie moZe
pokracovat cez Specidlne metddy prekrystalizacie,
za pouzitia vysSich alkoholov ako rozpustadiel, aZ
na 9899 % &istoty, pri éom sa ziskivaji biele
krystalky. Bezny priemyselny kvasny produkt bfva
zneCisteny kyselinou jantarovou, kyselinou itavin-
nou, ako i zbytkami cukrov ‘a neredukujiicimi -ne-
utradlnymi latkami, z ktorgych si za,sluhuje zvlastnej
zmienky erythrlt Erythrit (erythrol) je styrmocny
alkchol a uZ nachadza praktické upotrebenie,

Nakoniec je Ziadtce, aspon informativne podat
ekonomické vyhodnotenie kvasnej vyroby. Predpo-
klad, Ze zvlA8t nedistent (cea 90 %)) kyselinu ita-
konovu bude moZzno dodaf za takil cenu, ako kyseli-
nu citrénovi, je podloZeny pokusnym a dokumen-
taénym materidlom. A =

Tento informativnv prispevok m4i slaZif k tomu,
aby vzbudil zvyseny zau1em o nadhodentt proble-
matiku, ktorej rieSenie a realizicia by obohatila
nase hospodarstvo o doleZithi vyrobu.
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Poznamka redakce: Dﬁsledkem intensivniho vyzkumu-: byly
jiZ nékteré poZadavky, hlavnd pokud jde o koordinaci, reali-
sovany.



