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Viiv vysky a povrchu substratu a typu kvasnych nadob na citrénové kvaseni

LEOPOLD JINDRICH a VALTR ZDENEK, Biochemicky

Na vysledek povrchového citronového kvaSenima,
vedle pouZitého produkéniho kmene plisné Asper-
gillus niger, vliv celd fada faktorilt jako napi. druh
kvasného média a jeho sloZeni, prisady a jejich
mnozstvi jakoZ i vné&jsi podminky b&hem kvasného
procesu. U jedné z nejdiileZit&jSich piisad pii po-
uZiti melasového roztoku, a to u ferrokyanidu dra-
selného se ukéazalo, Ze jeho vliv nezdvisi pouze na
jeho mnoZstvi, ale té¥ na zpfisobu pFiprayy sub-
strdtu a z €asti na jeho vy3ce [1, 2]. ProtoZe dalif
pozorovani naznafovala plisobeni jesté jinych vnégj-
sich faktord, byl studovan vliv vy3ky a povrchu
substratu i tvar kvasnych nadob na priibgh a vysled-
ky citronového kvaZeni.

Pokusna gast

Mikroorganismus: X pokusim bylo po-
uZito provozniho kmene plisné Aspergillus niger.

Kvasné médium: Pokusy byly provedeny
s melasovym roztokeimn, obsahujicim 15 % cukru a
optimalni davky piisad ferrokyanidu draselného a
kyseliny fosforecné; pH roztoku {6,5—7,0) se upravi
Ted&nou kyselinou sirovou. Kvasné meédium pro
Erlenmeyerovy batiky {obvykle 100 ml do 300 ml
baiiky, vySka substratu 1,8 cm) se vafi, resp. steri-
luje v kone¥né koncentraci (asi 22 °Bg] s optim4l-
nim mnoZstvim kyseliny fosforeéné (asi 4,5 mg/100
ml) a ferrokyanidu draselného {asi 100 mg/100 ml].
Kvasné médium pro hrnce a kddinky s pfisadami
(kyselina fosforefnd asi 9 mg, ferrokyanid draselny
asi 75 mg/100 ml) o celkové koncentraci kolem
38°Bg se vafi 5 min, nadeZ se doplni.hjologicky
nezavadnou vodou na koneény objem (15 % cukru
22 °Bg). i

Analytickd stanoveni:

a) Mycelium. 7ZkvaSeny roztok z nadob, uzavie-
nych vatovou zdatkou (maly odpar], byl vpraven pfes
nédlevku do odmérné néddoby dvojndschného obsahu,
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mycelium bylo vyvafeno vodou, kterd byla spojena
s phvodnim filtrdtem a mycelium bylo su3eno pfi
105°. U pokush v otevienych nadobdch (velky od-
par) byl zkvaSeny roztok odlit do odmérky, myce-
lium bylo dobie vymackano, vyvareno vodou a znovu
dobfe vymatkino. Vyluh byl spojen s prokvaSenym
roztokem a vSe doplnéno na plivodni objem kvas-
ného média. Vymackané mycelium bylo véZeno
vlhk8, bez suSeni.

b) Kyselina citrénovd byla stanovena acidimetric-
ky titraci 10 ml kvasného média s 0,1 N-NaOH. Jak
ukézaly piileZitostné zkousky, netvofily se cizi ky-
seliny.

c) Cukr byl stanoven v neutralizovaném roztoku
podle Sechoorla [3].

d) Kysliénik uhliéityj a kyslik v atmosféfe kvas-
nych pokusit byly stanoveny Orsatovym pfFistrojem.
U vélci uzavienych nasypkou s vatovou zitkou byla
hrdlem nésypky protaZena sklenénd, bShem pokusu
uzavfend, vzorkovaci trubi¢ka, na jejimZ konci
uvnitf valce byla upevnéna dirkovand desti¢ka
z polyetylenu; nékolika pohyby dolit a nahoru byl
vzduch nad myceliem p¥ed vzorkovanim homogeni-
zovdn. U pokusii s otevienymi vélci byla nAdoba
pfed odebirdnim vzorku uzaviena plochou deskou
s obdobnym michacim a vzorkovacim zafizenim.
Vzorky vzduchu z Erlenmeyerovych ban&k byly ode-
bréany bez michéni, ponévadZ s ohledem na pomérné
maly vzduchovy prostor byly obavy ze ziridt. Kazdy
pokus, z néhoZ byl odebrdn vzorek vzduchu, byl
samoziejmé z dalStho sledovani vyfazen a zruSen.

Déle uvedené vysledky jsou b&Zné primeérem tif
kvasnych pokusii, fasto pramérem dvou nebo t¥f
pokusnych sérii.

Vysledky

1. V1iv vy3ky substratu pfi kon-
stantnim povrchu

a) Pokusy v hrncich. Pro hrnce bylo pouZito mela-
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sového substratu, kiery byl zkvaSovan ve viniduro-
vych nddobdch priméru 20 cm a vySky 12 cm. Vy-
sledky pokusil jsou sestaveny v tabulce 1.

- S rostouci vySkou substratu do 8 cm zlstdva v§-
téZek kyseliny citronové prakticky konstantni, pfi
10 cm v3ak silné klesa. Vahy mycelii pFibyvaiji s vys-
kou substrdtu témér linedrné&, jejich produkéni
schopnost vSak klesa.

Tabulka 1
Vliv rizngch vysek substrdtu na kvaSeni
Substrat Kys. citrénova Mycel
V75K - e e vihk§
ySka objem mnoz vyte-
cm stvi g zek % v E
4 “1,0 g2 60,5 100
6 15 134 59,5 188
8 2,0 180 60,0 237
106 2,5 180 481 318

»

b) Pokusy v kddinkdch. Pokusy byly opakovany
v 1 1-kadinkach priméru 10,5 s melasovym roztokem,
pripravenym stejnym zpiisobem jako sub a), aviak
s pfisadou rfiznych mnoZstvi kyseliny fosforecné.
Vysledky jsou obsaZeny v fabulce 2.

1 zde jsou ve v3ech pfipadech vytéZky kyseliny
citrénové u vysek substrdtu 3,7 a 7,4 cm asi stejné,
u vy3ky 10,7 cm klesaji; bez pridavku kyseliny fos-
foreéné se tvoFi méné& kyseliny citronové nez v jeji
piitomnosti, pficemZ vSechna pouZitd mnoZstvi ky-
seliny fosforetné m#ela pfibliZné stejny vliv na vy-
téZek kyseliny citronové. Ve shodé s vysledky po-
kusfi sub a) stoupd mnoZstvi mycelil s vySkou subs-
tratu, které se jestd zvétSuje s pfibyvajicim mnoz-
stvim kyseliny fosfore¢né. Aktivity mycelii klesaji
s rostouci vy3Skou substratu.

V 1 l-kddinkach byl dale sledovan vliv riiznych
davek ferrokyanidu draselného pfi riznych vySkach
substrdatu. Z obr. 1 zjistime, Ze vytéZky kyseliny
citrénové klesaji konformné s rostoucimi davkami
ferrokyanidu, stejn& tak vdhy mycelii, kde se vliv
ferrokyanidu pfi vyskdch 7 a 10 cm vice projevi
neZ pfi v§sce 4 cm. K porovndni je v grafu znazor-
nén pokles vytéZnosti kyseliny citronové v Erlen-
meyerovych bafikdch (vySka substratu 1,8 cm), kte-
ry je mezi pridavky 100 aZ 200 mg ferrokyanidu
méné strmy neZ u pokush v kadinkdch. Vliv rostou-
cich ddavek ferrokyanidu na mycelium se i zde hod-
né& pfibliZuje pomeériim v kddinkdch p¥i vySce 4 cm.

Pokusy uvedené na obr. 1 byly opakovany s tou
obmé&nou, Ze jedna série kadinek byla inkubovadna
v kvasné komofe temperované proudicim vzduchem,
druha v béZnych laboratornich elektrickych termo-
statech, kde je vyména vzduchu znatn& mensi
U pokusii v kvasné komote byly pri vSech vyskach
substratu zaznamendny vy33i vitdéZky kyseliny citro-
nové a také vliv stoupajicich davek ferrokyanidu se
projevil daleko mén& neZ u pokusil v termostatech.

c) Pokusy v Erlenmeyerovich a Philipsovijch
barikdeh (300 a 750 ml, resp. 750 ml) — Pro tiplnost
byly provedeny pokusy i v téchto nadobdch, piesto
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Obr. 1. Viiv ferrokyanidu draselného pii riznijch vysSkdch
substrdtu (1,8, 4,7 a 10 cm) na vgtéiky kyseliny citro-
nové a na vdhy mycelil

Ze nebylo moZno zajistit pfi riiznych vySkach subs-
tratu jeho konstantni povrch. K témto pokusiim
bylo pouZito melasového roztoku pro Erlenmeyerovy
baiiky. Objemfim substratu 100, 150 a 200 ml ve
300 m! Erlenmeyerovych batikdch odpovidaly vySky
1,8, 2,8 a 4,3 cm, pfl kterych se vytvorila prakticky
stejnd mnoZstvi kyseliny citrénové (10,8 — 10,3 —
10,4 g), zatimco vytdZky kyseliny citrénové klesly
Z 68,6 pfes 48,1 na 34,7 %. Vahy mycelii mirng kle-
saly (1,57 — 1,55 — 1,33 g), protoZe vlivem tvaru
nadoby se zmenSovala plocha mycelii (50 — 43
— 31 cm?). U pokusii v 750 ml Erlenmeyerovych
batikdch s objemy substrdtu 250, 350 a 450 ml s ko-
respondujicimi vySkami 2,6 — 4,0 — 5,5 cm je 1by-
tek plochy povrchii (z 82 pfes 72 na 59 cm?) men3i
neZ v pfedeSlych pokusech, ale pfesto se projevi
v ‘klesajicich vahach mycelii (2,8 — 2,4 — 2,2 g].
VytéZky kyseliny citronové se sniZovaly z 45,8 pfes
28,7 na 20,1 %. Byl-li od ¢tvrtého dne po naotkovani
foukédn vzduch nad povrch mycelii, zvysily se u t&ch-
to pokusii vytéZky kyseliny citronové na 55,8, resp.
35,6 resp. 29,0 %.

Pokusy v Erlenmeyerovych baiikdch byly doplnég-
ny pokusy ve Philipsovych batikach (750 cm?), které
za priblizné shodnych rozmérii dna s 300 ml Erlen-
meyerovymi batikami mély dat moZnost sledovat
vliv vétSich vy3ek substrdtu na kvaseni. Bylo pouZito
objemii substratu 150 — 250 — 300 — 350 ml s od-

Tabulka 2

Vliv rizngech ddvek kyseliny fosforeéné pFi rozdilnjeh vyskdch substrdtu

Substrat HzPOy: 0 HzPOy : 4,5 mg H3POy4 : 11,25 mg H3POy : 22,5 mg
s. citrénova kys. citrénova cel kys. citrénova kys. citronova
vyika | objem Bl et mycel / € g?{.lki, . % mycel ¥ | firgeal
cm ml mnoz- | vyte- vihky mnoz- ] vyté- 2 mnoz- I Vyte- vihky mnoz- | vité- ‘ vlihky
stvig Zek % g stvig zek % stvi g Zek % g stvig Zek % | g
3,7 277 23,8 52,7 15 27,4 60,8 22 26,9 59,7 23 26,9 59,7 23
7,4 555 46,2 51,8 32 55,5 61,8 42 55,0 61,0 45 53,4 62,7 55
10,7 803 | 58,6 42,0 50 71,9 L 65 72,5 53,5 73 73,8 54,7 80
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povidajicimi vySkami 2,5 — 44 — 55 — 6,6 cm. Tabulka 4
Vytvorilo se 15,7 — 20,5 — 19,7 — 18,5 g kyseliny Viiv povrchu substrdtu na citronové kvaSeni p¥i vijsce
citrénoveé, jeji vytéZnost silngé klesala (70,0 — 54,5 8 em
— 445 — 346 %), zatimco vdhy mycelii mirn& ? i
stoupaly (2,5 — 3,0 — 3,2 — 3,2 g); zde se tedy vliv Cislo nadob 1 2 ‘ 3. 4 | 5 8
zmensujicich se ploch mycelii (47 — 43 — 41 — ! i
39 cm?) neprojevil. , i '
Objem substratu {1)i 0,48 1,08 1,32 1,82 2,51 5,1
2. Vlivvelikosti povrchu substrétu Povrchsubstr. (cm*) 53 133 165 227 314 638
Mycel vihky (g) 30 79 92 123 186 331

pfi konstantnivysSce

a) Pokusy v Erlenmeyerovijch baiikdch — Bylo
pouZito Erlenmeyerovych banék objemu 300, 750
a 2000 ml. Nadoby byly plnény melasovym rozto-
kem pro Erlenmeyerovy baiiky do vy3e 1,8 em a po
naockovani byl substrdt zkvaSen. Vysledky jsou
v tabulce 3. S rostoucim povrchem substratu pocho-
pitelné rostly vahy myecelii, zatimco vytéZnosti ky-
seliny citronové klesaly.

Tabulka 3
Vliv povrchu substratu na citronové kvaSeni pFi vjsce
1,8 cm
Objem Erlenmeyerovych
= bangk (ml) DT
300 750 | 2000
Objem sub-
strdtu v ml 100 178 320
Povrch sub-
stritu v cm? 50 80 172
Mycel v g 1,33 2,33 5,1
Kys. citréno-

va v % | 63,7 61,3 55,2

b) Pokusy v hrncich — Pokusy byly provedeny
v kulatych sklenénych a vinidurovych nédobach
riiznych velikosti, pfibliZné stejné vysky, o pri-
mérech 8,7 — 13,0 — 145 — 17,0 — 20,0 a 28,5 cm
v poradi, jak jsou uvedeny v tabulce 4. Mé&Fené tep-
loty v substrdatech pi#i kvaSeni v nddobich &. 3 a €. 6
byly prakticky stejné, av3ak acidity u pokusii v né-
dobach €. 6 prevySovaly od zaddatku aZ do konce
acidity pokusfi v nddobach €. 3. Vysledky kvasnych
pokusli jsou obsaZeny v tabulce 4.

ProtoZe vySka substrdatu je konstantni stejné jako
pomé&r povrchu k objemu, jsou rizné vysledky jed-
notlivych pokusii ddny absolutni velikosti povrchii.
Samoziejmé piibyvd s objemem substratu, a tim
zdroveii s povrchem absolutni mnoZstvi kyseliny
citrénové a vdha mycelii; ndpadné vSak je skuteC-
nost, Ze s velikosti povrchu roste vyt&Znost kyseliny
citronové, jejiZz hranice je pfibliZzné& dosaZena u po-
kusti & 6. Vyplyva to jednak z obr. 2, na ktefém se
kiivka, zndzoriiujici zdvislost vytéZki Kyseliny cit-
ronové na plose mycelia, pribliZuje maximu a ze
skutecCnosti, Ze doposud pozorované nejlep3i vytéz-
ky kyseliny citrénové v provozu s plochou mycelia
5 m? se pohybuji kolem 75 %.

S ohledem na riiznost pouZitého materidlu kvas-
nych nddob u popsanych pokusii je tfeba podo-
tknout, Ze pokusy byly opakovdny pouze ve vinidu-
rovych nddobach stejnych rozmérfi jako. nahofe a
7Ze se vysledky prakticky shodly s vysledky, dosa-
Zenymi ve sklenénych a vinidurovych nddobach.

V tabulce 4 zachycené zdvislosti vytdZkia kyseliny
citronové na ploSe mycelii jsou zvlast vyrazné,
nebot absolutni rozdil ve vytéZnosti mezi pokusy
v nadobdch €. 1 a & 6 ¢ini tém&F 30 %. Vyskytly se
viak melasy, kde tento rozdil byl mensSi a na za-
klads naSich zku3enosti kolisd u réiznych melas
mezi 10 aZ 30 %.

¢) Pokusy v hrncich a miskdch — Pon&vadZ je do
uréitych hranic produkce mycelia p¥i konstantni
vySce substrdtu zhruba pfimo im&rna ploSe substré-

Kys. citronova [g‘]
Kys. citronova (%)

25,4 76,4 117,0 177,0 259,0 561.0
44,3 57,8 60,2 65,4 69,2 73,3

tu, byla vénovdna pozornost velikosti obvodu po-
vrchu mycelia, ktery§ méd odlisnon strukturu od
ostatniho mycelia a musel by se projevit tim vice,
¢im mens3i je plocha mycelia. Bylo pouZito tfi druhd
vinidurovych nddob se stejnym povrchem (314 cm?),
ale o riiznych délkdch obvodii a sice: hrnce s obvo-
dem povrchu 62,8 cm a obdélnikové misky (30 X
X 10,5 cm a 43 X 7,3 cm) s obvody povrchii 80,9,
resp. 100,6 cm. Pokusy provedené v téchto riiznych
typech nddob, daly mezi sebou velmi shodné vysled-
ky bez ohledu na délku obvodu. Ke srovnavacim
pokusiim bylo pouZito dvou druhii melas: u jedné
melasy se pohybovaly vytéZky kyseliny citrénové
mezi 76,4 a 76,9 % (vahy mycelif mezi 205 a 210 g),
u druhé melasy mezi 67,6 a 69,5 % (vahy mycelit
130—133 g].

d) Pokusy v rizné vysokych nddobdch — Byle
pouZito vinidurovych hrncii priméru 17 cm a vysky
10, 19 a 28 cm, takZe pfi plnéni subsirdtem do vyse
8 cm byla vy3ka stén nad substratem 2, resp. 11 a
20 cm. Hrnce byly naplngny stejnym mnoZstvim
melasového roztoku pro hrnce a po naotkovéani in-
kubovany v komofe bez proudiciho vzduchu. Ve
viech pokusech byly dosaZeny prakticky stejné vy-
t8Zky kyseliny citronové, takZe vysSka stény nadoby
nad myceliem nemé&la vliv na priibéh kvaSeni.

. 3. Kva3eni v otevfenych a uzavfe-
nych kvasnych néaddobéach ;

Za oteviené kvasné nddoby jsou povaZovdny ké-
dinky, hrnce, misky, vélce, za uzaviené kvasné na-
doby pak vatovou zdtkou opatfené Erlenmeyerovy
baiiky, vdlce nebo hrnce, uzaviené podobngé jake
Erlenmeyerovy barnky. -

a) Kvasné pokusy ve vdlcich — Sklenéné valce
priiméru 9 cm a vy3ky 25 cm slouZily jako oteviené
nebo zaviené kvasné nddoby. Byly plnény 150, 350
a 600 ml kvasného melasového roztoku pro Erlen-
meyerovy baiiky. To odpovidalo vy3kdm substriatu
2,4, 5,8 a 9,0 cm. Po naockovani byly pokusy inku-
bovany v kvasné komofe. Vysledky obou pokusit
sérii lze porovnat v fabulce 5.

N
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Gbr. 2. Zdvislost vgtéZki kyseliny citrénové na plose
mycelia
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Tabulka 5 dujicich pokusd slouZil jako substrat melasovy roz- :
Citrénopé kvaieni v otevFenjch (0O} a zavfengek (Z) tok pro hrnce. Vysledky kvasnych pokusid jsou
vdleich sestaveny v tabulce 6. '
Vyska kvasného média v cm 3 Tabl{lka J
7 t Vliv riiznijch vySek substrdtu se stejngm vzduSngm
o | e ;! e prostorem
el ] 4 D | z 0 ‘ 2 o | Z . v{ika [cm) a objem {cm®) substratu
Mycel suchy (g] 4,4 [ 41 9,1 a7 | 133 l 5,4 2130 4,5—320 } 7,0—450 | 9,0—550
K¥s. citrénova (g) 123 l 8,0 25,7 9,8 i 32,8 | ig’lé e e l P
Kys. citronova (%) | 545 | 355 | 49,0 | 187 | 36,4 ' ; ; .
odpatenc (ml) 107 \ 20 115 0 | 170 £ ’;‘{‘ﬁgfﬁciﬁt‘;gg&!ﬂg] 131'315 1;’;;"5 l‘ 13‘},9 12:31
| ' Kys. citronova [%] 53,8 247 | ‘188 14,9

PonévadZ jde o substrat pro Erlenmeyerovy baiiky,
klesa vytéZek kyseliny citrénové po prekrogeni Kkri-
tické vysky média (asi 4 cm). S né&kterymi mela-
sami byly pFi vySce substrdtu 2,4 cm nalezeny pro
vytéZzky kyseliny citronové témér shodné vysledky.
U pokusii v otevienych nddobdch je odpar pocho-
piteln& znané v&{ST neZ v uzavienych nédobéach.
VytéZnost kyseliny citronové klesd se stoupajici
vySkou substriatu, a to v otevienych nadobach po-
maleji neZ v uzavienych. Naproti tomu stoupd vaha
mycelii a mnoZstvi kyseliny citronové v otevienych
néddobach prudéeji neZ v uzavienych.

V dalSich pokusech bylo zkvaSovano ve vélcich
vZdy 600 ml substrdtu pro hrnce (vy3ka 9 cm). Po-
kusy byly provedeny tak, Ze polovina védlcii byla
otevfena, u druhé poloviny bylo hrdlo valcii uzavfe-
no plochou deskou s vyfiznutym kruhovym otvorem
primé&ru 7, 5 a 3 cm. Plocha hrdla otevieného véalce
byla 63,4 cm?, plochy vyFiznutych kruhovych otvorfi
38,5, 18,6 a 7,1 cm?®. Postupnym uzavirdnim vélci
klesa odpar (330 — 330 — 275 — 160 cm?), tvorba
mycelii (241 — 22,2 — 20,3 — 12,5 g}, absolutni
mnoZstvi kyseliny citréonové (50,0 — 47,9 — 41,1 —
36,9 g) a jeji vytdZnost (55,5 — 53,1 — 456 —
41,0 %].

b) Kvasné pokusy v uzavienich nddobdch se stej-
nymi resp. rdzngmi vzduSnymi prostory — U dfive
popsanych pokusdt s rliznymi vySkami a povrchy
substrdtu v Erlenmeyerovych baiikdch bylo tFeba
pouZit néddob rfiznych velikosti. Tim se zménila
velikost vzdudSného prostoru nad myceliemi.

Ke studiu vlivu i tohoto faktoru byly provedeny
pokusy v kédinkéch vysky 3, 5,5, 8,0 a 10,0 cm, na
které byly nalepeny nasypky s vatovymi zatkami
{obr. 3). Vznikly tak hrnce s uzdvéry jako u Erlen-
meyerovych banék, pfiCemZ se d& zkvasit substrat
v rliznych vySkach se stejn& velkym vzdu3nym pro-
storem nad povrchem mycelia: U téchto a u nésle-

/\ /\~ e .

7 m/ !
o

G,

~

Obr. 3. Kvasné pokusy v uzavrenyjeh nddobdch s Tiznymi,
resp. stejniymi vzdusSngmi prostory

Odpar je asi stejny jako v pokuse s uzavienymi
nddobami (tabulka 5). S rostouci vyskou substriatu
vahy mycelii nejprve stoupaji, pozdéji se vSak sni-
Zuji; mnoZstvi kyseliny citronové ziistava prakticky
konstantni, vjtéZky v3ak silné klesaji.

V dalSim byly pouZity kvasné nadoby rfiznych
vysSek, uzaviené ndsypkami s vatovymi =zatkami.
Vyska substrdtu byla ve vSech nddobach 4,5 cm,
vySka vzdudného prostoru mezi povrchem substratu
a okrajem ndadoby 1, 2,5, 5,5 a 8,5 cm. Tim Vvznikly
nad substrdtem riizné objemy vzduSnych prostori
{obr. 3). Vysledek kvasnych pokusit je v tabulce 7.

Odpar je u vSech pokusfi stejny a asi tak veliky
jako u predeslych pokusii. Vliv objemu vzdu3ného
prostoru nad myceliem na citréonové kvaSeni v uza-
vilené kvasné nadobé se znafndji projevi teprve pii
vEétSi vySce kvasné ndadoby, kdy tvorba kyseliny
citrénové klesa.

Tabulka 7
Viiv objemu vzduSného prostoru pri konstantnim objemu
substrdtu
Vyska vzdusneého
A S e & et B L] e e
1 A r 8,5
Mycel suchy (g] 4,8 } 42 | 4,1 40
Kys. citronova (g) 14,8 14,8 13,9 10,5
Kys. citronova (%) 30,7 30,7 28,9 | 21,9

4 Stanoveni kysli¢niku uhli¢itého
a kysliku bédhem kvaSeni v otevie-
nych a uvuzavifenych néaddobach.

 Bylo pouZito stejnych sklen&nych véalci otevie-
nych a uzavienych ndsypkou s vatou jako u pokusi
sub 3.a). Substrat pro hrnce byl zkvaSen v mnoZstvi
600 ml (90 g cukru) vy$ky 9 cm. Behem citronového
kvaSeni mezi 4. a 8. dnem byla provedena méfeni
obsahu kysliéniku uhli¢itého a kysliku ve vzduSném
prostorn kvasnych nddob. V substrdatu bylo stano-
veno mnoZstvi kyseliny citrémové a zbytkového cuk-
ru a zjisténa védha vytvoreného mycelia. Vysledky
pokusii jsou sestaveny v tabulce 8.

Odpar v uzavienych naddobadch byl maly a kon-
stantni, v otevienych néddobach vzrostl od 22 % do
50 %. Proti pokusiim v otevienych nadobédch, kde
mnoZstvi vytvofené CO; kolisalo kolem 1 %, nahro-
madilo se CO:; v uzavienych nédobach od 3. dne
a dosahlo 6. dne maxima 15 %, pak opé&t klesalo aZ
do konce kvaSeni. Vysoké koncentrace CO; brénila
od zaatku normalnimu riistu mycelia; a to se zrcad-
lilo v pomalé tvorb& kyseliny citrénové a v poma-
1ém a nedokonalém zuZitkovdni cukru.

Métreni kysli¢niku uhli¢itého a kysliku bylo také
provedeno bdhem citronového kvaSeni v 300 ml Er-
lenmeyerovych baiikdch se 100 ml substratu [(v§s-
ka 1,8 cm). MnoZstvi CO; se pohybovalo kolem 2 %
{s maximéalnimi vikyvy 1,6 aZ 2,4 %), mnoZstvi kys-
liku od 17,0 do 18,0 %. V t&chio pokusech se tedy
nahromadilo . znaén& ménd kyslitnikw ublifitého
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Tabulka 8

Viiv kysliéniku uhli¢itého, vytvoreného béhem citronového kvaSeni, na jeho pribéh

Dny po naotkovéni

3 T ; 4 I 5 R [] 7 _a_— e
% CO, ; 1,0 /3,7/ 1,4 /4,8/ T 0,8 /6,4/ 1,0, /15,3/ 0,8 /13,0/ 0,8 /7,6/
% 0, } 19,0 /18,3/ 18,8 /15,0/ } 19,0 /13,8/ 19,6 /7,7/ 19,8 /9,8/ 18,2 [14,2/
Mycel suchy (g) , 7,4 /1,4/ 11,1 /1,7/ | 15,0 /3,0 17,5 /3,1/ 17,1 /4,2/ 18,5 /4,0/
Kys. citronova [g) } 16,8 /5;1/ 29,0 /8,7/ i 36,5 /9,2/ 39,5 11,7/ 420 /13,0/ 43,3 f13,4/
Kys. citrénova [%) { 13,6 /5,67 32,2 /7,4f i 40,6 /9,5/ 43,8 /13,0/ 48,6 /14,4/ 48,0 /14,8/
Zbytkovy cukr (g] : 42,8 /63,2/ 36,6 /51,9/ | 30,3 /47,7/ 19,6 /40,4/ 13,4 /39,5] 8,8 /38,0/

V tabulce 8 uvedené hodnoty se vztahuji na pokusy v otevienych nadobach, hodnoty v zévorkéch ma pokusy v uzavienych

nadobéach.

v atmosiéfe nad myceliem neZ v pokusech ve val-
cich se stejnym uzdvérem. PFirlistky mycelii byly
normdini (od 0,62 g 3. dne do 1,4 g 8. dne], stejné
tak piirGstky kyseliny citronové (od 153 % do
65,5 %].

Diskuse

VZdy bylo népadné, Ze vysledky laboratornich
kvasnych pokusii v Erlenmeyeorovych baiikdch a
v hrneich jsou ¢asto znacné rozdilné. Castecnd se
daji vysvétilit riiznymi vy3kami substratu a také je-
jich réiznou pfFipravou, kterd se predevsim odrazi
v riznych podilech ferrokyanidu ve sraZening a
v roztoku |1, 2]. K tomu pFistupuji riizné typy kvas-
nych nddob, které se lisi jeSté tim, Ze nékteré jsou
oteviené, jiné uzaviené. ;

U substratd ve vet3i vy3ce lze pfedpokiddat po-
malej3i prokvaSeni neZ pfi niZsi vrstvé. Lze se do-
mnivat, Ze u povrchového kvaseni nerozhoduji pou-
ze koncentrace nutricnich prvki nebo jedd v mé-
diu, ale téZ jejich absolutni mnoZstvi, nebot na da-
nou plochu mycelia plsobi celkové mnoZstvi latek,
obsaZenych v dané vrstvé média. Skutednd byva
napf. optimalni koncentrace ferrokyanidu draselné-
ho pro pokusy v Erlenmeyerovych baiikach s vyskou
substrdtu 1,8 cm vEtSi neZ v médiu pro pokusy
¥ hrocich (vrstva substrdtu 8 cm), kde je stejna plo-
cha mycelia konfrontovdna s vét3im absolutnim
mnoZstvim tohoto jedu neZ u pokusii s vrstvou mé-
dia 1,8 cm. Tato okolnost spolu s typem kvasné né-

doby, vymé&nou vzduchu aj. je priinou existence .

riznych kritickych vySek substratu, kterd je napf.
pro oteviené nadoby (hrnce, misky aj.) 8 aZ 9 cm;
tuto vySku kvasného média nelze toti# prekrodit,
aniZ by se sniZila vytéZnost kyseliny -citrénové.

SniZeni vah mycelii a vytéZki kyseliny citrénové
s rostouci koncentraci ferrokyanidu bylo p¥i v§s-
kdch média 7 a 10 cm vyraznéj$i neZ pfi vySce 4 cm
{obr. 1]. S rostouci vyskou média se projevuje také
vliv Zivin, nebot pribyvaji vdhy mycelii; tak se vy-
twori napf. bez pfidavku kyseliny fosforetné pri
vySce substrdtu 10,7 cm asi stejné mnoZstvi myce-
lia jako po pfisadé 11 aZ 22 mg kyseliny fosforeéné
k mens3i vySce substrdtu 7,4 cm (fabulka 2).

Rist mycelia je normdlni a vystavba aktivniho
enzymatického systému v ném je zarucena, je-li vy-
ména vzduchu nad myceliem dostateéna a nenahro-
madi-li se Skodlivé mnoZstvi kysli¢niku #hligitého.
V pomérné tzkych a vysokych, av3ak otevi‘enych
vélcich, kde vySka prostoru nad myceliem byla

dvojndsobek vy3ky kvasného média (tabulka 5 a.

8), se v atmosiéfe nad myceliem nahromadila asi
1 % CO,, pfitem#Z kvaSeni probihalo normalns. 7 to-
hoto hlediska je pochopitelné, Ze mezi kvasnymi

pokusy v otevienych nadobdach s vysokymi a nizky-
mi okraji nebylo rozdilu. Byly-li viak vélce uzavie-
ny nasypkami s vatovou zitkou, dosdhla koncen-
trace CO; a% 15 %, pfiemZ nejniZsi podatedni hod-
nota 3,7 % CO. staCila, aby wvyrazné brzdila rist
mycelia o tvorbu kyseliny citronové. Podle vysled-
ku kvasnych pokusti v 300 ml Erlenmeyerovych
bafikdch by 1,5 aZ 2,5 % CO; v atmosiére je3té mélo
dovolit normalni prib&h citréonového kvasSeni, coZ
je v souladu s vysledky dfive provedenych pokusi
[4]. O¢ividné to vSak plati pouze pro substirat vys-
ky 1,8 cm, nebot pii vysSich vySkdch (2% do 9cm
viz tabulku 6) nastane v uzavienyche nddobdch in-
hibice riistu mycelii, jejichZ vdhy s vy3kou substra-
tu nepiibyvaji, jak se stane za normélnich podmi-
nek (oteviené nadoby); proto zistdva tvorba kyse-
liny citrénové konstantni nebo jeji vyté&Zky silné
klesaji. Vy3ka vzduSného prostoru mezi myceliem
a uzdvérem (nasypka s vatou) do 2,5 cm se nepro-
jevuje, p¥i vySce 5,5 cm vSak nastdvad brzdéni pro-
dukce kyseliny citronové (fabulka 7), coZ souvisi
s nahromadénim kysliéniku uhli¢itého. V souhlase
s tim je v 300 ml Erlenmeyerovych baiikdch s nor-
malnim priib8hem citronového kva3eni jesté dosta-
teCnd vymeéna vzduchu, zatimco ve vysokych vél-
cich s prakticky stejnym uzdvérem (tabulka 5)
vznikd silnd inhibice riistu mycelia ' a kvasného
procesu.

- Pozoruhodné jsou vy§sledky kvasnych pokusi
v otevienych hrncich pfi konstantni vy3ce 8 cm a
riizné velkém povrchu substrdtu, resp. mycelia, kde
s rostouci plochou se zvySovaly vytéZky kyseliny
citrénové (tabulka 4), pfifemZ ve vSech pfipadech
byly vytvofeny na jednotku plochy substriatu témér
stejné vAhy mycelia. TotoZné vysledky kvasnych
pokusii se stejné velikymi plochami mycelii, ale
s riiznymi délkami jejich 'obvodii dokazuji, Ze s ros-
touci plochou mycelii ubyvajici mnoZstvi okrajo-
vych buneénych struktur neni pfifinou shora uve-
deného efektu. U analogicky provedenych pokusi
v Erlenmeyerovych baiikdch se Fefeny efekt ne-
ukézal, naopak, s rostouci plochou mycelii klesaly
vytéZky kyseliny citronové. Pravdépodobné vysvét-
leni je to, Ze v porovnéni s hrnci jde o uzaviené né-
doby, ve kterych rostoucim plochdm mycelii odpo-
vidaji 4, resp. 7, resp. 10ndsobné objemy vzdu3nych
prostorii: podle shora uvedenych néalezi [tabulka 71
vzriistd obtiZnost vymeény vzduchu s velikosti uza-
vieného prostoru nad myceliem, coZ vede k inhibici
tvorby Kkyseliny citrénové. Potvrzuji to vysledky
pokusil v. 750 ml Erlenmeyerovych baiikach s riiz-
nymi vySkami substratu (1. c), kde se ve vSech pfi-
padech zvysily vyté&Zky kyseliny citrénové, byl-1i
od 4. dne po naoCkovéani foukan vzduch nad myce-
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lium. Zde se tedy neprojevilo Erkamou a spol. [5]
pozorované sniZeni vytéZkid kyseliny citronové od-
vadé&nim Kkysli¢niku uhligitého, ktery miiZze byt podle
Wood-Werkmana asimilovan plisni.

ZAavér

Vysledky této prace ukazaly, Ze 1 v laboratornim
méfitku neni lhostejné pro vytéZky kyseliny citré-
nové, v jakych vySkdch a v jakych néddobdch se
substrat zkvaSuje. Nejen koncentrace, ale také ab-
solutni mnoZstvi Zivin nebo jedu v substrdatu, spolu
s fadou jinych faktord, uréuje kritickou vysku sub-
strdtu. Dlouho tradovany pojem pomeér plochy
k objemu substratu [6, 7] je 1épe nahradit dvéma
pojmy vy3ka a povrch substrdtu, protoZe jednoznaé-
né vyjadfuji vliv na vysledek kva3eni, zatimco
% povrch
velicina se p¥i konstantni vy3ce substratu
objem
nezméni. Podle naSich nélezii zpfisobuje zvé&tSovani
plochy pfi konstantni vySce v urditém rozmezi zvy-
Seni vytéZkd kyseliny citronové. Déle byla v préaci
objasnéna diileZitd otdzka kvaSeni v oteviengych €i
uzavienych nebo riizn& vysokych nddobach, pfitemZ

J

hlavnim ¢initelem, ovliviiujicim priib#h citrénového
kva3eni, je bud nahromadéni kysliéniku uhli¢itého,
nebo nedostateéna vymeéna vzduSného prostoru nad
myceliem produkéni plisné; tyto vlivy se prolinaji
s vlivem vySky substratu.
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BJAVUSHHWE [IJIOINAIM TTIOBEPX-
HOCTH CYBCTPATA, BBICOTHI
Er'o CTOJIBA H ®OPMEI COCYI0OB
HA XOO4 JIJMMOHHOKHCJIOTO
BPOJKEHHA

Ha Xxoa nosepxdocTHoro OpoMeHus
BAHSAET, KpPOMe KOHIEHTPAllHH MHTa-
TeJbHEIX H TOKCHUECKHX BeIllecTB, Tak-
e obmlee KoJHuecTBO cyberpaTta, 2T0
OTHOCHTCSI B TOJHOH Mepe TaxkKe
K ¢ochopHoii KucaoTe H (QeppouHaruiy
KaJiist, SBJASIOUMIAMHCS TJIABHBIMH COCTA-
BASIONHMH NAaTCUHBIX 3aTtopos. Ilpn
GpoxeHlH B roOpmIKax € YBeJHUHBAIO-
miefics - NUIOLHIAABI0 TOBEPXHOCTH Cpeisl
BBIXOZ JIHMOHHOM KHCJAOTHI NMOBHIIAETCS,
B KOHHUeCKHX Kojabax Ipmenmeiiepa
3TO BAHAHHEe He oDHapyxKuBaercd. B or-
KPHTHIX OPOAWIBLHEIX COCyHAaX YpPOBeHbB
cyberpaTta He BJAHSET Ha DPe3yabTaThl
nponecca. B cocynax 3akpHTEIX BODOH-
KaM# “C BaTofl, a TaKKe B cCOCyZax
¢ Y3KOoH WeHdKO# OHICTPO NOBHIIAETCS
KOHUEHTPALHsA YTIJAeKHCJIOro rasa, Jefi-

CTBYIOIIEr0 KakK MHTHOHTOD pa3BUTHA

MHIeNHs W 0fipa3oBaHisd  JHMOHHOH
KHCJIOTH. B KoHHYeCKHX Koabax JpJen-
Meliepa ¢ o0beMaMH He IIpeBHIIAN0-

mumH 300 Mg obMeH BO3AyXa NpOXO-,

JHT IOCTATOYHO HHTEHCHBHO, B OoJee
KPYMHBIX K0Jd6ax ofMeH sABJsieTCS OJHAa-
K0 HemocTaTouHuIM. IlpH yposHe cy0-
cTpaTa mpeBpIaRIeM 2 CM XOA Jd-
MOHHOKHCJ0r0 OpoMeHHS TOPMO3HTCH
3aTBOPaMH. y

EINFLUSS DER HOHE UND DER
OBERFLAGHE DES SUBSTRATS UND
DES GARGEFASSTYPS AUF
DIE ZITRONENSAUREGARUNG

Bei der Oberildchengidrung ist neben
der Konzentration der N&hr- und Gift-
stoffe auch ihre absolute Menge in
dem Substrat entscheidend. Das gilt
auch fiir Phosphorsiure und Kalium-
ferrocyanid als wichtige Zugaben in
die Melasse-Girldsung. Mit der wachs-
enden Mediumfliche erhsht sich in
den Gefdssen die Zitronensiureaus-
beute, in den Erlenmayerkolben wur-
de dieser Effekt jedoch nicht fest-
gestellt. Bei den offenen Girgefidssen
ist die Randhohe ohne Einfluf auf
die Ergebnisse. Bei der Verschliessung
der Gefdsse mittels Filltrichter mit
Watte oder bei der Verengung der Ge-
faBoffnung haufigt sich CO, und das
Wachstum des Myzels sowie auch die
Zitronensiureproduktion wird ge-
hemmt. In den 300-ml Erlenmayerkol-
ben ist der Luftaustausch ausreichend,
nicht jedoch bei grosseren Kolben. Die
Zitronensiduregidrung wird auch durch
Verschliessung bei grosseren Substrat-
hoéhen als 2 cm gehemmt.

EFFECT OF THE SUBSTRATE AREA,
HEIGHT OF ITS COLUMN AND FORM
OF VESSELS ON CITRIC ACID
FERMENTATION

Surface fermentation is affected not
only by the concentration of nutritive
and toxic substances, but also by the
amount of substrate. This holds true
phosphoric acid and potassitm ferro-
cyanide as main components of mo-
lasses mash. With increasing surface
area the vyields of citric acid are
higher, but only in pots, whereas in
the Erlenmeyer flasks no difference
can be observed. In open fermenting
vessels the level of substrate has no
effect on the results of the fermen-
tation process. In vessels closzd with
funnels and cotton wool, as well as in
vessels with contracting necks con-
centration of CO; is very high the
result being inhibition of mycelium
growth and of citric acid formation.
In the Erlenmeyer flasks up to 300 ml
the exchange of air is intensive
enough, but in larger_flasks it is not
sufficient. Closing covers retard citric
acid fermentation, if the column of
substrate is higher than 2 cm.



