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(54) Primyslovy§ kmen houby Aspergillus niger van Tieghem CCM - F - 663

1

Vyndlez me tykd primyslového kmene (metanty) houby druhu (species) Aspergillus niger

van Tieghem.

Primyslové produkéni kmeny maji to spoledné, %e je u nich zvlddf vyraznd vyvinuta schop=
nost produkce urditého metabolitu, v piipadd citronového kvadeni produkce kyseliny citrono-
vé. Projevuji se vSek mezi nimi dosti vyznamné rozdily nejen v intenzit& biochemickych pro-
ceslt, ale i v Jjinych vlastnostech, nap¥. v tvorbé cizich kyselin, rychlosti klideni koni-
dii, ristu hyf a mycelia. Rozdily mohou byt viéi kontaminacim, inhibitorim melas, p¥#isady
hexakyanoZeleznatanu draselného, stepovych prvki, tsk i zpisobu pripravy melasového substré-
tu. Dva rizné kmeny houby Aspergillus niger mohou na jedné melase produkovat stejnd, na
druhé melase rozlidnd mnoZstvi kyseliny citronové. Projevuje se zde vliv rizného sloZeni
melas, pPifemf hraji vyznaeinou roli v melase pFitomné stimuldtory a inhibitory rdstu a
tvorby kyseliny citronové. Primyslové produkéni kmeny jsou sice hodnoceny predevdim z hle-
diska intenzity produkce kyseliny citronové, jejich hodnoty vS8ak miZe byt zvysena pop¥.
snifena daldimi vlastnostmi. SouSasny nejleps8i provozné pouZitelny kmen chréndny podle &s.
autorského osvdddeni &. 180276 tvoFi na vhodnych melasédch zpracovdvanych b&Znym zplsobem
maximdln& 75 % kyseliny citronové, ale na ménd vhodnych melasdch pouze 60 8% T0 %. Krbmé
toho neni schopen efektivné prokvasit vrstvu substréfu vyS381 ne¥ 9 cm nebo substrdt s kone

centraci cukru vyssi neZ 15 %.
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Uvedené nedostatky tohoto kmene odstramuje vyndlkez, Jim¥ je novy primyslovy kmen hou-

by drubu (spooiei) Aspergillus niger ven Tieghem, intern$ oznalovany jako kmen L2, ziskany
mutac{ parentdinfho kmene L houby Aspergillus niger. Novy kmen je ulofen v Cs. sbirce mike-
roorganismt University J.E.Purkyn§ v Brnd, T¥ida obrdncd miru &. 10 pod oznadenim CCM-F-663.
Vyndlez, toje kmen L2 p¥eddi parentdlni kmen L ve vyd#i vitétnosti o 3 e¥ 8 % kyseliny cit=
ronové, a zvldit¥ tim, %e lze jeho spory snadndji ziskat ze sporuladni agerové pldy piipra-
vené podle autorského osvdddeni &. 196162, spory kliéf rychleji a souvisld blanka mycelia
se vytvo#i o 3 a¥ 5 hodin d¥ive a je ménd citlivy vi&i inhibitorim melas, které pisobi smé~
Sen{ a potép&ni mladého mycelia p#i startu kvasného cyklu. Viéi soufasnému provoznimu kme=
mu L1 se vyznaduje vy¥3imi vyt3¥ky kyseliny citronové o 8 aZ 15 %, schopnosti efektivnd
zkvasit melasovy subastrdt s obsahem 15 % cukru o vydce vrstvy substrdtu 9 aZ 15 om, popf.
koncentraci cukru ai do 18 %. PPedpokladem dosa¥eni uvedenych vysledkd s vynélezem, tJ. kme-
nem Laije jeho kombinace s melasovym substrdtem zbavenym inhibitord klideni spor a ristu
hyf, napi#iklad substrdtem pFipravenym podle Doc.Dr.ing. Leopolda & kol., ktery umoZnuje je-
ho rist a intenzivni biochemickou &innost nebo postupem publikovanjm Doc.Dr.ing. Leopoldem
& kol. v dasopise Nahrung 8 str. 37, 166 (1956). Kmen L2 pat¥{ toti% do skupiny kmend, kte-
ré jsou citli%é vidi nékterym v melasdch pFitomnym inhibitordm klideni spor a ristu hyf. Na
nevhodném melasovém substrdtu spory Spatnd kli¥i, vytvoreny mycel se smé¥i a potopi se. My~
cel intenzivné produkujici kyselinm citronovou se tvo¥i jen tehdy, kdyZ jsou tyto inhibito-
ry z melasy odstrandny, co¥ lze nap¥. doeilit zplsobem p#ipravy substrdtu podle Doc.Dr.ing.
Leopolda a kol. Kmen L2 b&hem citronového kvaBeni tvo¥i cizi kyseliny (kyselina Stavelovd,

kyselina glukonovd) jen ve stopovych mnoZstvich.

V nésledujicich pokusech jsou demonstrovény vyhody kmene L2, ktery se vyznaduje vyso-
kymi vytéZky u zkoudenych melas, zatimco s lkmenem L1 jsou ziskané vytéiky kyseliny citrono-
vé znadnd ni%&f (tabulka I). Substrdty z uvedenych melas pro oba kmeny byly pFipraveny zpl-
sobem podle PV Doc.Dr.ing. Leopolda a kol. o ndzvu "Zpisob p¥ipravy melasového substrétu
pro citronové kvadeni". Pokud byl substrdt z uvedenych melas p¥ipraven b&inym zplsobem, by-
1y s kmenem L1 dosajeny vytdfky o 3 a¥ 10 % niZ5{ a s kmenem L2 byl takto pifipraveny sub~
strdt prakticky nezkvasitelny.

Tabulka I: V§t8%ky kyseliny citronové v procentech na nasazeny cukr s kmeny L1 a L2 houby
Aspergillus niger na riznfch melasdch. Vydka substrdtu 9 cm, koncentrace cukru
15 %, doba kvafieni 9 dni.

Melasa Kmeny houby Aspergillus niger
11 12

I 77,4 90,4 -

I1 75,3 88,7

III . 72,2 83,9

v 74,0 86,5

Daldi vyhodm vyndlezu, tj. kmene L2 je schopnost prokvasit melasovy subsirdt s obsshem
15 % cukxu ve vdt¥i vySce ne¥ obvyklych 9 cm, tj. na vysce do 15 om (tabulka II).
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Tabulke II: Vyt82ky kyseliny citronové v % na nasazeny cukr p¥i riznych vysSkdch melasového

substrdtu za pouZiti kmene L2«

Melasa Vyska vrstvy substrdtu v cm

9 12 15
I 90,4 87,4 83,0
11 88,7 86,1 82,9
111 83,9 ‘ 81,0 79,0
v 86,5 84,0 81,5
Kvasnd doba (dny) 9 10 11

K ji¥ uvedenym vyhoddm kmene 12 se ¥adi je3t¥ jeho schopnost zkvasit melasovy substrdt
o koncentraci cukru af 18 % (tabulka III). '

Tabulka III. V§tdfky kyseliny citronové v % na nasazeny cukr p¥i rizné koncentraci cukru

melasového substrdtu p¥i vydce vrstvy 9 cm.

Melasa Koncentrace cukru v %

15 18
I ' 90,4 80,2
I 88,7 77,6
II1 83,9 78,0
v 86,5 78,1
Kvasnéd doba (dny) 9 10

V#hody kmene L2, tj. schopnost zkvasit vy33i vysky substrdtu popf. i vyssi koncentraci
cukru nef je obvyklé lze kombinovat. Pro novy produkini kmen L2 se ogvéddila sporuladni pi-
da podle Leopolda & Ulde podle aﬁtorského osvdddeni 8. 196162. Na této sporuladni plidé ros-
te produkéni kmen p¥i teplotd 33 aZ 36 6C a tvori za 7 aZ 9 dni husty koberec stfedné vel=~
kyjch konididlnich hlavidek, z nichZ se daji konidie snadno ziskat.

Konidiofory jsou v priméru 5 mm dlouhé, konididlni jsou stFednd velké, at¥apaté, Eerné.
Konidie jsou kulové, hladké, v&t3inou tmavodnédé, v priméru 3 aZ 4/um. Kulaté vesikle ne-
sou iadu_daléich ne vidy stejnd dlouhych pFimdrnich sterigmat 20 aZ 25/um dlouhych, na kte-
rych jsou kratdi sekunddrni sterigmata asi 7 aZ S/um dlouhé. Sekunddrni sterigmata nesou
na svych koncich Fet&zce konidif., Konidie lze konzervovat nap#iklad ve sterilnim pisku ne-

bo karborafinue.

Novy produkéni kmen byi ziskdn kombinovanym pisobenim nitrosometylmodoviny a UV svét-
la tak, Ze se na suspenzi spor parentdlniho kmene I houby Aspergillus niger pisobilo nej-
prve 1 hodinu 0,05 % roztokem nitrosometylmodoviny a potom UV svdtlem v ddvce 20 000 ergd/
/mmz. Po plisobeni mutagennich faktord byly spory podrobeny tepelnému Soku p¥i 50 °¢ po do=-
bu 1 hodiny. Po jednotlivych stupnich nésledovalo pasdfovéni spojené se selekcemi.
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P¥ikled 1

V tlakové néddobd vybavené michadlem a piivodem tlakové péry se p¥ipravi za studena melaso-
v§ roztok s koncentraci cukru 40 %, wpravi se pH roztoku kyselinou sirovou na 6,8 & p¥idd
se predem vyzkousené mnoZstvi hexekyano¥eleznatenu draselného. Po uzavieni nddoby se roztok
zahfeje p¥imou parou ne teplotu 115 °c, kterd se udriuje po dobu 30 minut. Potom se roztok
pheSerpd do beztlakové nédoby, z¥edi vodou na 30 % cukru a va¥i pii atmosférickém tlaku
daldich 15 minut. Melasovy roztok se zfedi biologicky nezdvadnou voduu na koncentraci 15 %
cukru & pF¥idd se 0,09 g kyseliny fosforedné na litr roztoku. Koncentrace volného iontu he-
xakyanoieleénatanu draselného se md pohybovat kolem 10 mg na 100 ml substrdtu.

Je=1i t¥ebae, lme koncentraci upravit napfiklad podle autorského osvdddeni &, 188969. Mela-
sovy substrdt se pievede do kvasnyoh misek a zkvasi kmenem L1 houby Aspergillus niger. Vy i
"ka substrdtu je 9 cm, doba kvadeni 9 dni. Vit¥Zek kyseliny citronové poditdno na nagazeny
cukr je 87,8 %.

P¥iklad 2

Melasovy substrdt se p¥ipravi stejnym zpisobem jako u p¥ikladu 1, naplni se do kvasnych mi-
sek ne vyiku vrstvy substrdtu 12 cm a zkvaduje se po dobu 10 dnd kmenem L2, VytéZek kyseli~

ny citronové na nasazeny cukr je 84,0 %.

P¥iklad 3

Melasovy substrdt se p¥ipravi stejnd jako u p¥fkladu 1, ale roztok se z¥edi na 18 % oukru.
Kvaeny proces se vede na vy¥ce substrdtu 9 cm po dobu 10 dnd. Vyt&Zek kyseliny citronové
.na nasazeny cukr je 80,0 %.

PREEDMET VYINALEZU

Primyslovy kmen houby Aspsrgillus niger vaen Tieghem CCM-F-663, produkujici kyselinmu citro=-

novou.

Vytiskly Moravské tiskafské zavody,

provoz 12, Leninova 21, Olomouc Cena: 240 Ké&s
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