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A. CEJKOVA, M. VOJKOVSKA, ]. RYBAROVA, V§zkumn§ Gstav lihovarského a konzervarenského primyslu, Praha

Zakladni surovinou pro kvasnou vyrobu kyseliny
citronové v Ceskoslovensku je fepnd melasa. Slo-
Zeni melasy je ovlivnhéno nejen technologii zpra-
covani fepy v cukrovarech, ale v nemen3si mife pad-
nimi a klimatickymi podminkami kultivace cukrov-
ky a délkou jejiho skladovani. PouZiti melasy ve
vyrobé kyseliny citronové pfinasi proto fadu pro-
blémi, spjatych s otdzkou kvality melas, produko-
vanych v jednotlivfch tzemnich oblastech a riiz-
nymi cukrovary.

Kvalita melasy je vedle pouZitého produkéniho
kmene mikrooragnismu jednim z hlavnich faktord
ovlivitujicich vysledek kvaSeni. Zatimco nékteré
melasy umoZiiuji ve vyrob& dosahnout aZ 60 % vy-
té¥ku z nasazeného cukru, setkavdme se s mela-
sami, které jsou na Kkyselinu citronovou daleko
méné zkvasitelné nebo je nelze zkvasit viibec
(Seichert 1963). Rozdily v kvalit& melas z hlediska
citronového kvaseni se zabyvalo n&kolik autord.
Bernhauer, Rauch, Gross (1949) uvadéji napf. zkva-
sitelnost pro Aspergillus niger pouze 5 vzorki ze
14 studovanych melas.

Nevhodnost nékterych melas pro citronové kva-
Zeni vysvétluji Braun a Kotschopoulos (1932) obsa-
hem melaninu, Wendel [(1939), Kovats a Niestrawski
(1961) tékavymi organickymi kyselinami, Vergnaud
a Niguet [1955) vysokou pufraéni schopnosti me-
lasy, Zuravskij aj.-(1953) m. j. vysokym obsahem
dusiku a fosforu, jini autofi obsahem minerédlnich
latek, zejména pak t&Zkych kova (Perlman, Kita,
Peterson 1946; Puente a Requeiro 1961; Usami a
Taketomi 1962].

PouZiti melasy jako vychozi suroviny umoZiiuje
v&ak levnou vyrobu kyseliny citronové a proto byly
hleddny zpiisoby tpravy melas pro zlepSeni prii-
b&hu kvasného procesu. Jednim z nejrozsifengjsich
zpiisobil je tiprava melasy pfidavkem ferrokyanidu
draselného, kterd byla pfedmé&tem patentové pfFi-
hla¥ky Mezzadroliho (1937) a naSla opodstatnéni
v Fadé praci [Gerhardt, Dorrell, Baldwin 1946; Mar-
tin a Waters 1952; Leopold a Valtr 1960 aj.). Hlavni
Gdinek ferrokyanidu spociva ve sniZeni obsahu Ze-
leza na hladinu, kterda neinhibuje syntézu kyseliny
citronové (Underkofler a Hickey 1959) a odpovida
asi 0,2mg% volného Zeleza v melasovém roztoku
(Zuravleva 1958). Optimalni pridavek ferrokyanidu
se stanovi pro jednotlivé melasy biochemickym
testem, ktery vSak udava hodnotu vy33i, neZ jaké
by bylo zapotfebi ke sniZeni hladiny Zeleza: pfe-
bytek KsFe[CN)s se spotfebuje ma vysraZeni dal3ich
mineralnich latek, napf. vapniku, kfemiku, zinku
a nékterych organickych latek melasy, zejména
betainu (Zuravleva 1958). Cast pridavku ferro-
kyanidu z@stdvd v roztoku ve volném stavu a zda
se, e pozitivng ovliviiuje kvasny proces (Téren-
tjeva 1959) Kowats, Lewicka a Kaminski {1957) do-
sahli max. vytézku kyseliny citronové na polskych
melasach s pridavkem 0,03 aZ 0,07 % ferrokyanidu;
Martin a Waters [1952) sledovali produkci kyse-
liny citronové na melase Chatham z kampani
r. 1946 aZ 1950: max. vytéZky kyseliny dosdhli za
pridavku 0,05 a¥ 0,08 % ferrokyanidu.

664.15.547.477.1

V praci byla sledovdna vhodnost Ceskosloven-
skych Fepnych melas pro citronové kvaSeni z kam-
pan& 1962 z 16 Fepaiskych oblasti a 24 cukrovari.
Bylo pfihlédnuto k technologii zpracovani Tepy
v jednotlivych cukrovarech a podminkdm kultivac-
nich oblasti cukrovky s uvdZenim jejich event. vliva
na zkvasitelnost melas na Kkyselinu citronovou.
Ziskané vysledky mohou byt podkladem pro orien-
taci p¥i vyb&ru melas pro primyslovou vyrobu Ky-
seliny citronové.

Material a metodika
Kmen mikroorganismu

Aspergillus niger K 10, provozni kmen zéavodu
Spolana, n. p., Kazn&jov; kmen byl uchovavédn jako
konzerva suchych spor s karborafinem.

Substrat

Melasové zapary byly pifipraveny z primérnych
kampariovych vzorkili fFepnych melas pfedanych Vy-
zkumnym ustavem cukrovarnickym. Pivod a slo-
Zeni 'melas uvadi tabulka. Melasy byly zfedény
destilovanou vodou na obsah asi 15 % cukru, p¥Fi-
dano 0,045 g H3;POs/1 zapary, 0,75 aZ 21 g
K4Fe(CN)e/l a pH upraveno H;SO; (1:9) na 6,6
(Leopold a Valtr 1961). Po 15minutovém varu byla
zépara rozlita po 100 ml do 300 ml Erlenmeyerovych
bangk, pH upraveno na 6,6 a sterilovana pfi 1,1 at
po dobu 40 minut. Stejnym zplsobem byla pFipra-
vena zapara ze standardni melasy, ktera byla sou-
b&Zné zkvasovana.

Inokulum

Spory byly pfipraveny kultivaci kmene z karbo-
rafinové konzervy v tekuté plidé podle Moyera a
Leopolda (Leopold 1955) pfi 30°C po dobu 9 dnii
s naslednou kultivaci na tuhé plidé podle stejnych
autori v 300 ml Erlenmeyerovych bafikdch se
100 ml ptdy. Po 5 dnech kultivace byly spory asep-
ticky seSkrdbany do 50 ml Erlenmeyerovych bané&k.
KaZd4 baiika obsahovala 9 g sterilniho karborafinu
jako nosiCe a spory seSkrabané ze 2 banék. Pokusné
bariky byly zaoCkovany rozpraSenim této suspenze
spor proudem vzduchu. \

Kultivace

Povrchova kultivace probihala v temperované ko-
mofe pfi 30 £ 1 °C po dobu 9 dnii. KaZdy pokus byl
proveden ve 3 paralelnich barikach.

Pouzité sklo

Varné batiky zn. Sial pro pfipravu zapary 4
Erlenmeyerovy baiiky zn. Sial pro kvasné pokusy
byly pfed pouZitim vyvafeny s kyselinou chlorovo-
dikovou, zfedénou 1 : 1 a vymyty vodovodni a desti-
lovanou vodou.

Analytické metody

Piiprava vzorku

Po -inkubaci byl substrat slit, narostlé mycelium
povaieno s 50 ml destilované vody; po filtraci byly
tekutiny spojeny a dopln&ny na 200 ml dest. HzO.
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Stanoveni kyseliny citronové

a) Titracné& 0,1 N NaOH s fenolftaleinem jako
indikatorem. Spotfeba louhu byla vyjddfena jako
bezvoda kyselina citronova.

b) Komplexometricky podle Leopolda a Valtra
(1958, a, b) jako médriato-citratovy komplex. Zjis-
téné mnoZstvi vyjadrfeno jako bezvoda kyselina ci-
tronova.

Stanoveni vedlejsich kyselin

Jejich mnoZstvi odpvida rozdilu mezi titracnim
a komplexometrickym stanovenim Kkyseliny citro-
nove.

Chromatografické sledovdni kyselir

Byla pouZita sestupnd chromatografie na papiru
Whatman 4 v rozpoustédlové soustavé n-butanol +
+ kyselina mravenfi + voda v poméru 10:1:5.
Detekce 0,5% roztokem bromkresolové zeleni v 96%
etylalkoholu.

Stanoveni pufraéniho indexu zdpar

Hodnota indexu odpovidd mnoZstvi (g) &isté ky-
seliny chlorovodikové potfebné ke sniZeni pH me-
lasové zapary z 6,0 na 3,0 (Vergnaud a Niguet 1955).

Cukry

PocateCni a zbytkové stanoveny Schoorlovou me-
todou po inverzi.

pH

Acidimetrem AK s piesnosti = 0,1 pH a papirky
Phan.

. SuSina

Vytvofené mycelium bylo po povafeni s destilo-
vanou vodou odsdto na Blichnerové néalevce a su-
Seno pfi 105 °C do konstantni vdhy.

Vysledky a diskuse

Maximalni vy§t8Znosti kyseliny citronové dosa-
Zené na jednotlivych melasdch za optimalniho pfi-
davku ferrokyanidu uvadi tabulka 1.

Nejvyssi - produkce kyseliny citronové 72,93 %,
72,01 %, 71,76 % a 70,99 % byly zjistény na mela-
sach ze zavodi Sladkovicovo, Beroun, Smifice, resp.
Prosenice. NejniZ?3f vyt&Znosti 34,73 %, 35,35 % a
35,37 % byly pozorovdny na melasdch z Unigova,
Mélnika a Opavy. Srovndnim tdaji chemické ana-
lyzy nelze zjistit mezi tE€mito melasami typicky
rozdil jak z hlediska obsahu sachardzy, dusiku,
popelovin, tak hodnot pufra¢niho indexu a pH.

Obsah sacharbzy ve vSech studovanych mela-
sach odpovidal poZadavku na melasy pro citronové
kvaSeni, nebot podle Térentjevy (1959) je limitni
minimédlni koncentrace sacharézy v melase 45 %.
Uvedené koncentrace dusiku melas nedosahuji hod-
not, limitujicich biosyntetickou aktivitu plisné:
Bernhauer, Rauch a Gross (1949) pozorovali tvorbu
kyseliny citronové na melase s obsahem 3,33 %
dusiku. Stejn& tak hodnoty pufra&nich indexfi leZi
v rozmezi, které je podle citovaného anglického
patentu (1958) optimalni pro tvorbu kyseliny citro-
nové a €ini pro srovnani v pfepottu na koncentraci
2,5 % cukru v zapaie 0,95 aZ 1,52: patentovou pfi-
hlaskou udédvané optimalni rozpéti odpovidd 0,07
aZz 3,0. Za nevhodné pro citronové kvasSeni povaZuje
Térentjeva (1959) melasy s hodnotou pH niZsi 6,5.
Pouze u 3 vzorkii ze studovanych melas bylo zjis-
téno pH s niZsi hodnotou: 6,00 — Dobrovice; 6,31 —
Louny; 6,42 — Trené. Tepld. VytéZnosti na téchto
melasach &ini 52,20 %; 50,27 %, resp. 61,09 %.

Na standardni melase pouZity testovaci kmen
A. niger K 10 nevytvali kromé kyseliny citronové

Zadné vedlejsi kyseliny. Ze studovanjych melas byla
vyluéna tvorba kyseliny citronové zjisténa na za-
kladé udaji chromatografické analyzy pouze na
melase ze zdvodu Zatec. V ostatnich pfipadech se
vytvafela vedle kyseliny citronové kyselina gluko-
novd, u 11 vzorkfi kyselina 5-ketoglukonova; kyse-
lina Stavelovd byla zjiSténa na melase ze zavodu
Opava, jantarovd — ze zavodu Unicov. Tvorbu ky-
seliny Stavelové v zdvislosti na typu zkvaSované
melasy studoval u téhoZ kmene Leopold a Valtr
(1960): mnoZstvi vytvarené kyseliny Stavelové se
meénilo na studovanych melasach podle koncentrace
pfidavaného ferrokyanidu soufasné se zménou
v produkci kyseliny citronové. Podobn& v nasich
pokusech pridavky ferrokyanidu v daném rozmezi
ménily u jednotlivich melas kromé vyt&Znosti ky-
seliny citronové charakter produkovanych vedlej-
Sich kyselin. Se zvy3ujici se koncentraci ferrokya-
nidu nad optimdlni pro syntézu kyseliny citronové
zpravidla stoupala tvorba vedlejSich kyselin. V né-
kterych pripadech (Dobrovice, Louny, Predmétice,
Slatifiany) se vytvdfela kyselina Stavelova, ktera
v zaparach s niZ8i koncentraci ferrokyanidu ne-
byla zjiSténa. U ostatnich vzorkii vy33i piidavky
K4Fe[CN])s stimulovaly tvorbu kyseliny glukonové.
Celkové mnoZstvi kyselin podle titratni acidity
viak, vlivem pridavkd ferrokyanidu vy33ich neZ
optimélnich, nestoupalo.

Morfologie plisné se mé&nila jak vlivem typu me-
lasy, tak pridavkem ferrokyanidu. U v&tSiny melas
byla pozorovana v pfipadech s nejniZSimi koncen-
tracemi ferrokyanidu sporulace mycelia. Se stou-
pajicim mnoZstvim pfiddvaného ferrokyanidu do
téchto zapar byla sporulace potlafena se soucas-
nym zvySenim produkce kyseliny citronové. Stejnou
zdvislost pozorovali Puente a Regueiro ([1961) pii
srovndvacim studiu Fepnych a tftinovych melas.
Melasy, na nichZ nebyla pozorovana sporulace
(UZice, Beroun, Zidlochovice, Slatifiany, Predms-
rice, Hr. Tynec) poskytovaly max. vytéZek Kyseliny
kyanidu (0,75 g/1). Zelené pigmentace mycelia, pro-
jevujici se v pfipadé melas Dobrovice, Mélnik a
Sladkovitovo na zdpardch s nizkou Kkoncentraci
ferrokyanidu (0,75 aZ 1,20 g/l zapary) a doprova-
zena slabou produkci kyseliny citronové, byla eli-
minovana vySSimi pridavky KisFe(CN]s. Tyto melasy
poskytovaly max. vytéZek kyseliny citronové na
zéparach s koncentraci ferrokyanidu 1,65 aZ 2,1 g/l.

Ze studovanych melas byl pouze u vzorku ze zavo-
du Unicov ¢astecn& potlafen riist mycelia bez ohle-
du na mnoZstvi priddvaného ferrokyanidu. Slaby
rist (0,76 g suSiny/100 ml =zdpary) byl zjistén
také v pfipadé melasy Mélnik, ovSem pouze za
nejvyssiho a pro tvorbu kyseliny citronové v tomto
pfipadé optimdalniho pridavku ferrokyanidu. Men&i
koncentrace ferrokyanidu stimulovaly riist mycelia
(2,28 g suliny na 100 ml zépary pfi 1,2 g ferro-
kyanidu/l], ale s niZ8i tvorbou kyseliny citronové
(26,96 %). Obé melasy poskytovaly nejniZdi vyts-
Zek kyseliny citronové ze vSech studovanych vzorki.

Srovndnim vytéZnosti kyseliny citronové na me-
lasédch ze zavodi s riiznou technologii, tj. ze surova-
ren (SU) anebo zavodi, vyrabéjicich smiSené zboZi
(SM) se nepodafilo stanovit zavislost mezi tech-
nologii cukrovarenské vyroby a vhodnosti odpovi-
dajicich melas pro citronové kvaseni. TfebaZe me-
lasy ze surovaren Brodce, Litol, UZice, Beroun, Smi-
Fice a Hroch. Tynec poskytuji vyssi vytéZky kyse-
liny citronové neZ zavody ze stejnych oblasti, ale
produkujici smiSené zboZi, pfesto tato zjiSténi ne-
maji obecnou platnost: vytéZnost kyseliny citronové
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na melase ze zavodu Bedihodt (SU) ¢&ini 62,69 %
a ze zavodu Uh. Hradisté (SM) 64,09 %; podobné
na melase ze zavodu Zatec (SU) 43,80 % a ze za-
vodu Louny (SM) 50,27 %. Vysoka vytéZnost byla
také zjiSt8na na melasdch ze zdvodi na smiSené
zbo#i v Prosenici, Sladkoviovu a TrebiSova:
70,99 %, 72,93 %, resp. 65,55 %.

Ziskané vysledky poskytuji informaci o vhodnosti
nékterych ¢eskoslovenskych melas pro citronove
kvaSeni; neukazuji viak zéavislost mezi chemickymi
a fyzikdlnimi vlastnostmi melas, vyplyvajicimi
z uvedenych analyz nebo jejich pivodem na jedné
a pribsdhem citronového kvaSeni na stran& druhé.
Toto zjidténi souhlasi se zavéry Bernhauera, Raucha
a Grosse (1949) ze studia némeckych fepnych me-
las z hlediska jejich vhodnosti pro citronové kva-
Seni.

V préaci provedené pokusy ‘potvrdily nazor fady
autord, Ze jedinym kritériem vyb&ru melasy pro
citronové kvasSeni zlistdva biochemicky test s pro-
dukénim kmenem mikroorganismu.

Souhrn

Byla sledovana vhodnost 24 ¢&eskoslovenskych
fepnych melas z kampané r. 1962 pro citronové
kvaSeni s pouZitim produkéniho kmene Aspergillus
niger K 10 jako testovaciho organismu. Max. dosa-
Zené vytdZnosti kyseliny citronové odpovidaly 71,76
aZ 72,93 % poditdno na vneseny cukr na melasidch
ze zavodll Beroun, Prosenice, Smirice a Sladkovi-
covo. Podle obsahu sachardzy, dusiku, popelovin,
hodnot pufracniho indexu a pH se tyto produkeni
melasy nelidily od melas, poskytujicich max. 34,73
az 35,35 % kyseliny citronové. Jednotlivé vzorky
melas riizné ovliviiovaly kromé produkce kyszliny
citronové tvorbu vedlejSich kyselin a morfologii
plisné. Ziskané vysledky mohou byt podkladem pro
orientaci pfi vybéru melas pro pramyslovou v§robu
kyseliny citronové. !
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: BEWERTUNG DER RUBENMELASSEN QUALITY OF SUGAR BEET MOLASSES
MEJISICCHI TTPOM3BOJACTBA 1962 ., gijR DIE ZITRONENSAUREFABRIKA-

OF 1962 CROP DESIGNATED FOR

IMPEOJHA3SHAYUYEHHOHM OJIA
3ABOJOB JIMMOHHOM KHCJIOTbI

B craTthbe TIPHBOAATCS Pe3yJbTaThl
H3V4YeHHS CBOHCTB CBEeKJOBHUHOH MeJscC-
cel npoHsBoxcrea 1962 r. O6Gpasun
MeJIsicChl, ToJyueHHble 0T 24 uexocao-
BaKHX CaXapHLIX 3aBOAOB, OIEHH-
BAlOTCA MO KDHTEDHIO HX TMOBEIEHHS
npH JHMOHHOM OpoMeHHH. TaGJaHuRbL
paspafoTaHHble Ha OCHOBAHHH NOJyuYeH-
HBIX CTATHCTHUECKHX H AHAJHTHYECKHX
JaHHBIX 00JerdapT BHIOOD MeJsCChH.
oTBevalwllledl CBOHM KauecTBoM Tpeho-
BAHHSAM 32BOJIOB H3TOTOBJSIOUIMX H3
Hell JHMOHHVIO KHCJOTY.

TION AUS DER KAMPAGNE 1962

Es wurde die Eignung der Riiben-
melasse aus der Kampagne 1962 aus
24 tschechoslowakischen Zuckerfabri-
ken zu der Zitronengirung verfolgt.
Die in Tabellen zusammengestellten
statistischen und analytischen Daten
sowie auch die angewendete Metho-
dik kénnen auch in den kommenden
Jahren bei der Auswahl und Bewertung
der Melassen fiir die Zitronensaiire-
fabrikation guten Dienst leisten.

PLANTS MANUFACTURING CITRIC
ACID

Samples of sugar beet molasses
collected from 24 sugar mills in
Czechoslovakia have been tested to
ascertain their quality and behaviour
during citric fermentation. All the
statistical and analytic data are
presented in the form of tables
‘permitting to choose molasses having
satisfactory properties required by
plants using molasses as raw material
for manufacturing citric acid.




