Vyvoj vyroby kyseliny citronové

ZDENKRK FENCL

O vyrobu kyseliny citronové jako suroviny pro
riizné druhy primyslu projevovalo a projevuje lidstvo
zajem jiZz desitky let. Kyselina citronova se pouZiva
hlavné v potravinafstvi, at jiz k pfipravé ovocnych
gtav, cukrovinek, ke konservacnim téeliim, k pragktim
do pediva nebo jeji soli- pro vyrobu tavenych syri.
Mimo tento hlavni obor spotfeby se uZiva i1 v Fadé
daliich primyslovych odvétvi. Ve farmacii slouZi jed-
nak éista, jednak ve formé& sodné soli jako Ustojny
roztok p¥i transfusi krve k pfipravé krevnich kon-
serv, Je soudisti fady dalSich farmaceutickych prepa-
ratl a dnes se ji pouZivd jako vychozi latky pfi vy-
robé hydrazidu kyseliny isonikotinové, preparatu, kte-
ry je vedle streptomyecinu a PASu dosud nejaéinnéj-
§im zndmym lékem proti rliznym druhiim tuberkulosy.
V primyslu umélych hmot se jeji estery s nizsimi
alkoholy pFfidavaji do nékterych plastickych latek
jako zmeékéovadla, i kdyz jeji volnd hydroxylova
skupina zpiisobuje uréitou rozpustnost esteridt ve vodég,
¢imz dochazi k postupnému tvrdnuti plastické hmoty.
Moznosti vyuZiti kyseliny citronové nebo jejich deri-
vath jako vychozi latky pro pfipravu umélych -hmot
Jjsou je&t& v pocateich. V jinych oborech (na pFiklad
v koZeluzstvi) se jiZ dfive uvaZovalo o jejim pouZiti
pii odvépiiovani ki, nebot dobfe rozpousti sadru.

Fries [1] odhaduje, e spotfeba kyseliny citrono-
vé ve svétd se zhruba déli mezi tyto sektory:

potravinaisky primysl 60 %
umélé hmoty, zmékéovadla 159 .
textilni primysl a koZafstvi 10 %
farmaceuticky primysl 5%
zuflechfovani kovii 5%
ostatni 5%

PFirozenym i prvnim zdrojem pro vyrobu této ky-
seliny byly citrony, ve kterych byla objevena slavnym
chemjkgm Scheelem v roce 1784 a odtud byl také od-
VO'ZEP Jeil nézev. K vyrobd se vyuZivaly vétiinou
menecenné plody citrovniku, z nichz se lisovala %4va
O_bsahlf:lici 6—8 9 kyseliny citronové. Ze 100 kg
citrontt se vylisuje asi 40 kg 3€avy [2]. Vapennym
mleke?n se ve 8tAvE vysraZi vipenatd sll kyseliny.
Protoze teplem klesad rozpustnost citrahd wv.penaté-

0, provadi se srazeni za varu. Po filtraci se citran
If:gzlom kyselinou sirovou a po vyloudeni sidry se roz-
I k kyseliny citronové jesté zbavi nedistot a krysta-
Uje na zrmo. Vedle kyseliny citronové se pii této
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vyrobd ziskdvaji téZ eterické oleje a v moderng ve-
denych zavodech i pektin.

Pivodnim vyrobeem byla Italie, odkud se vyviZela
bud kyselina, nebo citran vapenaty do celého svéta.
Pozd&ji se USA snaZily osamostatnit ve vyrob& ky-
seliny citronové tim, Ze vysazely veliké citrovnikové
haje v Kalifornii. Anglie opét zakladala hije v kolo-
niich, na pFiklad v britském Hondurasu i jinde. V kon-
tinentilnich zemich se také zakladaly haje citrovnikl
a vyroba citranu vapenatého se zavadéla ve Spandl-
sku, Recku a na Blizkém V3ichod® v Palesting.

Soudasng se pro vyrobu kyseliny citronové zacaly
pouZivat i jiné suroviny, jako na priklad v Kalifornii
odpady p#i konservovini ovoce, v SSSR odpady pfi
vyrobé tabaku. Vypracovani této vyroby je dilem prof.
Smuke a jeho spolupracovnik@t [3] z obdobi pfed
druhou svétovou valkou. Spociva na zjiténi, Ze tabak
obsahuje v prim&ru asi 7,5% kyseliny -citronové
v sudind. Vyroba byla zavedena po roce 1930.

Mohutny rozvoj produkce kyseliny citronové i roz-
voj jejiho pouZiti nastal teprve az po UspéSném vyie-
Seni vyroby této kyseliny kvasnou cestou. Puvodnim
teoretickym zékladem byly price Wehmera [4], ktery
zjistil, Ze urdité plisné z rodu Citromyces jsou schop-
ny produkovat znaéni mnoZstvi kyseliny citronové
zkvaSovin'm cukru. Jako citrotvorné uvadi Citromy-
ces Glaber ‘a Citromyces Pfefferianus. Dokonce se
Wehmer pokusil ¢ primyslovou vyrobu v mésts
Thann v Elsasku zplisobem povrchového kvaSeni. Po-
kusy v3ak skonéily nelspéSné pro Fadu obtizi, jako
byla na pfiklad otazka vhodného materialu pro kvas-
né misky, silnd infekee a pod.

Podstatnvm pfinosem byly price Currie [5], ktery
zaCal pouZivat ke kvaSeni jako mikroorganismu vidi
infekem vysoce odolnou a rychle rostouci plised
Aspergillus niger. Tuto pliseh Wehmer pokladal za
schopnou vytvaret pouze kyselinu Stavelovou. Currie
tim, Ze podstatné sniZil pocateéni pH kvasného media
do znacné kyselé reakce, nejen Ze zabranil vzniku
infekci, takZe bylo moZno zkvaSovat i1 nesterilni sub-
strat, ale zaroven posunul sled reakei u plisné ve smé-
ru tvorby kyseliny citronové.

Po roku 1920 se b&hem kritké doby vytvorilo né-
kolik pracovis8t, na kterych byla kvasné vyrobg ky-
seliny citronové vénovana soustavna pozornost. Byly
to USA, SSSR, Polsko, Ceskoslovensko, Belgie a
Anglie, ;
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Currie vytvoFil v USA kolem sebe skupinu spolu-
pracovniki, ktefi poloZili zéklad kvasné vyroby ky-
seliny citronové ve Spojenych statech. Nezavisle na
nich byla vybudovana vyroba v Belgii v Tirlemontu.
Oba zavody zahajily produkei kolem roku 1930. Na
zéklad® praci Butkevife, Kostybeva 3 jejich 8kol byl
v roce 1935 uveden do chodu prvni specialni zavod
na vyrobu kyseliny citronové v Leningrad®. RovnéZ
samostatnd byl vyFeen problém vyroby v Anglii,

Viechny uvedené vyroby pracovaly povrchovym
zpiisobem, zkvaSovaly synteticky substrat, jehoZ za-
kladem byla sacharosa. Optimélni mno#stvi sacharosy
v mediu se pohybuje od 10—20 %. Ke kvaSeni se
pouzivaji uzaviené kvasné komory, v nichZ se udriuje
teplota obvykle kolem 30 0C, reguluje se mmozstvi
prochazejiciho vzduchu a jeho vlhkost. Kvasné misky
jsou v téchto mistnostech upevnény bud na stabil-
nich konstrukeich, nebo lze celé konstrukee z komory
vyvézet do manipulaéniho prostoru. Vyska substratu
v kvasnych miskach je rznd a pohybuje se obvykle
od 4 do 10 cm. OZkuje se riznym zpiisobem: vodni
suspensi spdr Aspergilla, nebo rozpraZovanim spor
do vzduchu. Za dva a% t¥i dny se vytvari v miskach
na substratu souvisly povlak mycelu, ktery pak bé-
hem daliich péti a% deseti dnii zkvasi pfitomny cukr
na kyselinu eitronovou. Podle pouZitého kmene plisné
a podle slozeni media se vytvaFi ndkdy znaéné mnoz-
stvi kyseliny glukonové nebo Ztavelové. Kyselina
itavelova se isoluje z vykvafenych louhi pfedem, vy-
sraenim jako véapenatid sil. Kyselina glukonova
snamena obvykle ztratu, nebot jde do odpadu.

P¥i davkovani ostatnich Zivin (mimo cukr) je tfe-
ba do substratu pFidat jen takova mnoZstvi téchto
latek, aby dostacovaly k vytvofeni mycelu, ale aby
behem prvnich dvou aZ tfi dni byly spotfebovany.
Tim je plisni zabrandno vyuZit dalsi cukr pro svi]
riist a vlastnd za nepfirozenych podminek vytvafi
kyselinu citronovou jako produkt nedokonalé asimi-
lace cukru, kterd by méla za normélnich podminek
probihat az na tvorbu kysliéniku uhli¢itého.

V SSSR jiz v roce 1937 [6] pfesli na tak zvany
sménny zpisob vyroby, kdy plisefi vyrfsta na Ziv-
né piidé, tato ptida se béhem dvou a? t¥ dnt stahne
a pod mycel se podlije kvasni piida bez stopovych
prvkil a § omezenym mnoZstvim neuhlikatych Zivin,
po piipad® bez mich. Tim, Ze myeel pracuje kolem
18 dnfi a po vysraZeni kyseliny citronové se nepro-
kvageny cukr vraci ve formé podlivu pod mycel, do-
sahuje se velmi ekonomického zpitsobu vyroby.

V Ceskosiovensku byla vyroba kyseliny citronové
vybudovana nezavisle na cizing [7]. Zatim co se
v zahrani® viude pracovalo s cistou, sacharosou, byl
u nas jiz v roce 1929 Dolovymi a primyslovymi zi-
vody, dfive J. D. Stark — nyni Chemické zavody
Julia Fuéika v Kazndjové — postaven zavod, ktery
ke kvasné vyrobd kyseliny citronové pouzival jako
zdroje cukru Fepnou melagu, t. j.surovinu daleko lev-
n&j8i ne¥ je Cistd sacharosa. Byl to tehdy nejpokro-
kov&jsi zpusob vyroby. Vyzkumné price byly zaha-
jeny na podkladé patentu Sziicse [8], ktery byl
zakoupen v roce 1924, DalSim propracovénim, hlav-
nd pak zavedenim pFidavku #luté krevni soli do
kvasného media, byla vyroba pod vedenim Dr Kan-
hausera privedena k zdarnému konei a tak se Ces-
koslovensko stalo jednim z hlavnich producentt ky-
seliny citronové. Levnd v{chozi surovina umoZnila
i vyhodnou cenu vyrobku a proto se z Kazn&jova
kyselina. citronova vyvéZela tém&F do celého svéta.
Cleskoslovensko se stalo velmi rychle v produkei ky-
seliny citronové svétovou velmoci, nebof se u nis

vyrabglo pfibliznd 10 % svétové viroby, a tento po-
dil na svstové produkeci si daliim rozsifovanim za-
vodu zachovalo a¥ dodnes. Kazndjovsky zpiasob
zkvadovani levné suroviny se stal ¢asem vzorem pro
téme¥ viechny zavody na svétd, které postupnd pie-
chazely na vyrobu na melase. Piidavek ferrokyanidu
draselného do kvasného substratu, ktery podstatné
zlep¥uje pribdh kvadeni na melase, byl dlouho uta-
jovan a teprve po patentové pFihlaSce Mezzadroliho
[9] vesla tato uprava substratu ve znamost.

Kvalita melasy (vedle vhodného kmene plisn&) je
dileZitym faktorem tuspésné vyroby. Nékteré melasy
jsou pro ‘vyrobu nevhodné i pfi viech dosud zmA-
mych tpravach. Tiinovou melasu se na pfiklad
velmi dlouho nepodafilo tspsSné zkvaSovat a né-
které zavody FeSily problém tak, Ze michaly v uréi-
tém poméru melasu Fepnou a titinovou. Bernhauero-
va Zkola v Praze se dlouha 1éta mabyvala hledanim
latek v melase, které maji vliv na priib&h citrono-
vého IkvaSeni, aviak bez velkych uspéchi [10].

Technicky rozvoj, ktery prodélaly od podatku
druhé svétové valky kvasné procesy pracujici
s plisnémi, projevil se i ve virobé kyseliny citrono-
vé. Snaha dosahnout co nejekonomi¢téjéiho a nej-
ovladateln&jiiho zplisobu vyroby vedla k intensiv-
nim pokusiim p¥évést povrchowé kvasieni na kvajeni
submersni v kadich. Tyto pokusy se datuji témeéf
od doby, kdy se zaalo uvaZovat o moznostech vy-
roby kyseliny citronové kvasnou cestou. Tak Wehmer
v prehledném &lanku uvadi, Ze se zkouSelo zkvaSovat
zaotkovany substrat tim, Ze se do ného vhanél ste-
rilni vzduch [11]. Pokusy byly beziispEiné. Naopak
se pozd&ji dokézalo [12], Ze pfi pohybu a provétré-
véni pady ma Aspergillus vy3si sklon k tvorbé ky-
seliny glukonové a pozd&ji se v Kaznéjové s tymiZ
kmeny, které se pouZivaly povrchové pro citronové
kvadeni, se stejnym fispichem vyrébéla v tancich
kyselina glukonova hlubinnym zplsobem. Uspéchy
s aerobni submersni fermentaci penicilinu a jinych
antibiotik zintensivn&ly i praeci na obdobném zpi-
sobu vyroby kyseliny citronové. V poslednich letech
vy&la fada praci i patentil pojednavajicich o peod-
minkAch 1isp#3né hlubinné fermentace [13, 14, 15].
Viechny prace ukazuji na to, Ze hlubinny zpiisob

vyroby kyseliny citronové je proti povrchovému da- E

leko citlivajdi na pFitomnost kovovych jontii a na
ostatni sloZeni pady. Melasa se musi proto deioniso-
vat na iontoménidich a teprve potom je nadéje na
fisp&¥ny pribdh kvaSeni. Velkou dtleZitost ma
mnoZstvi prochazejiciho vzduchu i fysikalni podmin-
ky, za kterych probiha proces. NejduleZitdjsi (stejn&
jako u kvaSeni povrchového) je najit vhodny, vyso-

ce kyselinotvorny kmen plisné a zptsob, jak u toho- =

to kmene udriet jeho optimilni vlastnosti.

Vétsina publikovanych praci popisuje pouze labo- _l. i
ratorni zplisob hlubinné fermentace a pFenos do pro- |

vozniho méFitka neni vidy jednoduchy a lispésny.

Rovné% optim4lni pFisady necukernyeh Zivin uvadsji
riizni autofi rizns, ba mnohdy protichiidng, coZ se |
vysvétluje specifitou kmene. DileZité jsou proto pe- |

znatky Zuravského [16], ktery ve Stvrtprovoznich

rozmérech ziskal 4,4 kg kyseliny citronove ze 1101
piidy, obsahujiei 15 % cukru. Da se proto predpo-
kladat, %¢ v SSSR bude brzy uveden do chodu zf-
vod vyrabdjiei kyselinu citronovou hlubinnym zpi=
sobem. Podle zprav byla rovnéZz v USA v poslednich =
letech vybudovana vyroba kyseliny citronové na hiu- &
binné fermentaci. PFesto se v3ak i nadale buduji ne
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pfiklad v JiZni i Severni Americe zavody, které pra-
cuji povrchovym zpisobem. To jen dokazuje, Ze sub-
mersni kvaSeni kyseliny citronové je jesté stile ve
stadiu pokusném a Ze teprve v dal3i budoucnosti lze
pocitat, Ze submersni zplsob zatladi povrchovou vy-
robu do pozadi.

Dosud se pf povrchovém kvaSeni ekonomidét&ji
vyuZiva cukru (vyté¥nost se pohybuje mezi 60 az
80 9% ), Uprava melasovych roztokii pro kvaSeni je
minimalni. PF hlubinném zplsobu byvaA znaény
zbytkovy cukr a pomérné nakladnd je piiprava
kvasného- substratu. Vyhodou v8ak je, Ze kvaSeni
probiha rychleji a nepomérné lépe se vyuZije kvas-
ného prostoru. Rovnéz manipulace a udrzovani ste-
rility je p¥i hlubinném zpisobu snazdi. Reakéni po-
chody, které by pfesné osvétlily, jakym zpiisobem se
cukr pfitomny v kvasném roztoku oxyduje plisni na
kyselinu citronovou, nejsou dodnes pFesné zmamy.
Dfive se soudilo [18], Ze pro kvaSeni kyseliny citro-
nové plati tato tthrnna rovnice:

3 CoHis0s + 90: = 2 CeHsO7 + 6 CO: + 10 Hz0:

Podle ni by teoreticky vytéZek kyseliny z hexos
&inil 71 9% a ze sacharosy 74,9 %. Na z&’;kladé po-
kusit bylo viak stanoveno, Ze vytéZek kyseliny citro-
nové vztaZeny na spotfebovany cukr miife dosdhnout
aZz 100 9% '(1T), t. j. vice neZ by odpovidalo teorii.
Zuravskij manometrickymi pokusy dokazal, Ze
tvorba kyseliny citronové z cukru odpovida sche-
matické rovnici:
2 CaH120s

+ 30: = 2 CeHsOs

to znameni, Ze teoreticky vytéZek by ¢&inil 106,6 %
kyseliny citronové z hexos a 112,3 9, ze sacharosy.
Otazka, zda vytvofena kyselina citronova brzdi dalsi
kyselinotvorny proces plisng, neni zatim definitivné
vyleSena, Bernhauer [18] se domniva, Ze vysoce ky-
selinotvornym kmentim plisné pfitomnost kyseliny
citronové v substritu nevadi, naproti tomu Zuravsky
[19] svymi pokusy dokazuje, Ze kyselina citronova
piisobi na mycel toxicky a sniZuje jeho kyselinotvor-
nost. Rozpory patrn&€ spofivaji v riznych vlast-
nostech kmenti, se kterymi bylo pracovano.

Isolace kyseliny citronové p¥i povrchovém a hlu-
binném zplsobu fermentace je obdobna jako p¥i vi-
rob2 kyseliny citronové ze Stavy citronii. Proti citra-
nu pfipravenému z citronit mA eitran vapenaty
z kvasnych louhii tu vyhodu, Ze obsahuje obvykle
méné nefistot, takZe dal3i zpracovini na kyselinu
citronovou je jednoduSsi. Pokusy zachycovat kyseli-
nu eitronovou z louhii p¥imo na iontoménidich, resp.
extrahovat ji do organickych rozpoustédel, nenasly
zatim Sir§iho uplatnéni v praxi.

Odpady pFi vyrobg, t. j. myecel, saidra a prokvase-
né louhy, jsou spiSe balastem a zatim se jen v milo
plipadech zhodnocuji. VylouZeného mycelu se zéasti
DPouZiva jako prisady do strojengeh hnojiv; pokusy
vyuzit hodnotu bilkovin obsaZenych v myecelu pro
krmné. fidely nariZeii na potiZe, nebot pFi sporulaci
dobytek jej odmitd pro plisiiovy pach. Jsou viak
Znamy pripady, kdy mycel se hydrolysoval a poufi-
val pro pfipravu polévkového kofeni,

_Odpadajici siran vApenaty se dosud vétfinou jiZ
dile nezpracovava.

_Melasové odpadni louhy obsahuji po vyloudeni
cl_tl'al_lu vapenatého jeité maly zbytek'cukru, orga-
Diekyeh kyselin @ Fadu jinych organickyeh latek
majicich plived jednak v melase, jednak v Ginnosti
Plisn bihem citronového kvafeni. Pracujeli se
8 ferokyanidem draselnym, jsou v louzich i jeho

+ 4 Hs0,

stopy. V Chemickych zivodech J. Fulika v Kazné-
jové se podafilo pfizpisobit kvasinku Torulopsis
utilis na tyto louhy, takZe je lze s Gspéchem pouZit
pro biologickou syntesu bilkovin [20].

Stile stoupajici spotfeba kyseliny citronové, kteri
zatladuje' do pozadi draZsi kyselinu vinnou, vede
k silné stoupajici produkei kyseliny citronové ve
Sv&ts. Pries [1] odhaduje jeji spotfebu p¥ibliznd na
35000 t roéng, z dehoZ 80 9% je kryto kvasnou vy-
robou a zbytek je rostlinného phvodu. Je pravdépo-
dobné, Ze spotieba je vyS8i neZ odhaduje Fries, ne-
bot v SSSR a v zemich lidové demokratickych po-
ptavka po této kyseling rychle stoupi. O tom svE&déi
na piiklad rozvoj kvasné vyroby kyseliny citronové
v SSSR v poslednich patnécti letech, jak uvadi Zu-
ravsky [6]. Pokladame-li mnoZstvi vyrobkid v SSSR
v roce 1938 za rovné stu, potom v roce 1952 stoupla
vyroba na 800, to znamend, Ze je osmkrat vE8tsi
I u nis v Ceskoslovensku doSlo po druhé svétevé
valee k podstatnému zvySeni produkee nejen viivem
vyvozu, ale i pro jeji zvySenou potiebu v tuzemsku.
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