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1

Vyndlez se tykd intensivni produkce ko-
nidii u takovych kmend houby druhu Aspergil-
lus niger, které na doposud zndmych pevnych
sporuladnich pldéch tvo¥i spory jen obtiz~-
né nebo spory se z t&chto pdd nedaji ziskat
nebo pouze s obtifemi, pouZitim minerdlni
sporuladni pldy obsahujici vedle sladu
jako zdroj uhliku a energie glycerol nebo
glycerol a kyselinu citrdnovou.

Houby tvofici mycelium, ke kterym pat¥i
houba druhu Aspergillus niger, lze kulti-
vovat v laborato¥i po naodkovdni frukti-
fikalnich orgdnd /konidii/ nebo vegetativ-
nich &4sti houby /mycelidlnich fragment®/

v pomérnéd malém mnoZstvi do kultivadniho
média., PouZivd-1li se vSak houba za ilelem
produkce n&jakého metabolitu, jako kyseli-
ny citrénové, kyseliny glukonové a podob-
né, v provoznim md¥itku, lze pouZit jako
inokuladni materidl pouze konidie produkéni
houby, které musi byt k dispozici p¥i kaz~
dém startu kvasného cyklu v dostatelném
mnoZzstvi, Za urditych podminek vyrdstaji

z tak zvanych patnich bunék mycelia jako
asexudlni fruktifika&ni orgdny konidiofory
se sterigmaty, na jejichZ koncich se vytvo-
¥i fet&zce komnidii,

Aby se konidie daly ziskat Skrabdnim
nebo odsdvdnim, jsou doty&né kultury kulti-
vovidny na pevnych, tzn. agarovych pddéch,
Ptedpokladem pom&rnd rychlé, predeviim
v8ak intensivni produkce konidii je uréité
slo%eni kultivalni /sporula®ni/ pidy, které
byvd n8kdy specifické pro jednotlivé kmeny
Aspergillus niger. Pro prlmyslové kmeny
druhu Aspergillus niger a jinych byla vy-
pracovdna ¥ada pfedpisd pro sloZeni spo-
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ruladnich pld, které byly z &dsti uveFej-
n&ny v literatu¥e /na p¥iklad C.Booth,
Methods in microbiology,Vol.4,Acad.Press,
London-New York 1971; W.F.Harrigan, M.F.
Mc Cance,Laboratory methods in microbiolo~-
8y,Acad.Press London-New York 1966; G.Smith,
An introduction to industrial mycology.6.
Ed.Arnold Ltd. London 1969/. Obvykle jsou
pouZivdna nutriéné& chudd média, kterd pry
l1épe podporuji sporulaci ne¥ bohuta média,
Nékolik specidlnich sporulaaich médii pro
Aspergilli doporudili Moyer,Wells,Stubbs,
Herrick .a Mey /cit.dle Thom C.M. a K.B.
Raper,A. manual of the Aspergilli.The Wil-
liams-Wilkins Comp.,Baltimore 1945/. Jsou
to obvykle materidlni média obsahujici
draslik /n&kdy i sodik/, ho¥&ik, fosfét,
dusik /obvykle ve form¥ dusi&nanu amonné-
ho/ a glukosu s p¥isadou sladu nebo autoly=
sdtu kvasinek; jind sporuladni média obsa-
huji misto glukosy sacharosu a dusik ve
formé& peptonu. VEt3¥ina kmend houby Asper~
gillus niger na tdchto médiich vytvd¥i vel-
mi husté a stejnom&rnd sporulujici kultury,
jejichZ zna¥né mno¥stvi konidii se d4
snadno ziskat Skrabdnim nebo odsidnim.
Vyskytuji se v8ak kmeny houby. Aspergil-
lus niger, které za zmin&nych osv&dlenych
sporuladnich agarovych piiddch sporuluji
neuspokojivé; sporulace je ¥idki, nestej-
nomérnd, hlavidky jsou malé a konidie se
nedaji ziskat nebo jen s obtiZemi, jeli-
koZ se kultura p¥i deoteku ¥krabadla nebo
trubice vysavale rozmafe. Jindy zase je
mycelidlni vrstva, nesouci konidiofory,
krabatd, takZe nelze konidie ziskat Zkra-~
bdnim, nebof mycel se trhd od agaru. Tako-
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vy nedostatek je velmi zdvainy, nebof pro
nedostadujici mnoZstvi inokulaé&niho mate-
ridlu nelze doty&nou kulturu aplikovat

v provozu, i kdyi md sebelepdi produkini
schopnosti .

Vyse uvedené nedostatky b&Znych pevaych
sporula&nich pid, projevujici se p¥i pé&sto-
vini n¥kterych kmend houby Aspergilius niger,
jsou odatrandny u agarovych sporuladnich
pid podle vyndlezu, jejichi podstatou je
obsah /vedle sladu/ glycerolu, ndkdy téZ
kyseliny citrénové jako zdroje uhliku
a energie. Byly zkoufeny alkoholy s jedacu
/mwethanol, ethanol/ a s dvéma /ethylengly-
kol/ OH-skupinami, kterd nemély na sporula-
ci houby efekt; teprve glycerol, ddle sor-~
bitol a mannitol byly uUlinné. 2 organickych
kyselin pfisobily pFfiznivé na sporulaci ky-
seliny s dvéma karboxylov¥mi skupinami
/kyselina malonovd, jantarova, glutarova/

a s tiemi karboxylovymi a hydroxyskupinami
/kyseliny mléénd, jablednd/ a s tiemi
karboxylovymi skupinami a jednou hydroxy-
skupinou /kyselina citrdncvéd/. Na plddch.
xteré obsahuji jednu nebo dvé z téchto
sloudenin, vyristaji nezkrabatélé, s aga- ,
rem pevnd spojené mycely s nestiselnymi
konidiofory s &ernymi hlavilkami, kterd

se daji bez obtiZi seSkrabat.

Jako p¥iklady jsou uvedeny ndsledujici
ptdy /chemikalie jsou &isté pro arnalysy,
sladovy vytaZek je uschovdn v lednilce,
jinak zadéne brzo kvasit a je neupot¥ebi-
telny/:
Giycerol /100%/ 105 g fresp. to=
muto mno%stvi
odpovidajici
mno%stvi méné
koncentrovaného

) glycerolu/

sladovy extrakt /80%/ 45 g
NH,NO4 0,45 g
Mg§04.7H20 0,06 g
NaCl 15

CuS04.5 HyO 0,0015¢g
agar 30 g
Dopluit destilovanou vodou na 1l.

U ndkterych kmend houby A. niger lze
vynechat p¥isade siranu médnatého.

Jsou kmeay houby A. niger, u kierych
s vyhodou doplnime uvedenou pidu se 4 7
kyseliny citronové, z&4sti neutralizovand
s KOH tak, aby pd ptdy bylo 4,8 a% 5,0;
zarulime tim, #e pldda po wychladnuti ztuh-
ne. :

Konidie ziskané z agarovych pld podle
vynélezu, lze pouZit pro hlubinné kvadeni
jako takové mebo pro povrchovou fermentaci
ve smési se sterilinim aktivnim uhlim nebo
sa sterilnim uvhliditanem védpenatym nebo
s obdwa. Konidie vykli¥i v obou ptipadech
normdind a vytd¥ky kyseliny citrdnové zlstd-
vaji kultivaci konidii na agarovyehl pl~
ddch podle vyndlezu nedotleny. 2 kcnzervy
doty&ného produ:Zniho kmene Aspergillus
niger pieneseme malé mnoZstvi konidii do
vhodné tekuté sporulalni pidy a teprve

PEEDMET

1. Pevnd kultiva®ni plda indukujici in-
tenzivni produkci konidii u hub druhu
Aspergillus niger, obsahujici jako uhlika-
ty zdroj sladovy v¥taZek, vyznalend tim,
¥e jako 1al¥i zdroj vhliku obsahuje 8 aZ
12 % hmotnostnich vicemocného alkoholu
v rozmezi 3 a% 6 ¢ atomd a/nebo 1 aZ 5 7

" hmotnostnich vicemocné kyseliny nebo
hydroxvkyseliny v rozmezi 3 a% 7 C atomi.
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zde vytvotené konidie slouZi k odkovdni
agarovych sporulaénich pdd podle vyndlezu,
Timto postupem se znalné prodlou%i Zivot-
nost konzervy kmene houby Aspergillus
niger.

Agarovi sporulalni pdda podle vyndlezu
byla zkoufena na ¥ad& ridznych kmend houby
Aspergillus niger a osvidiila se na 60 7%

z nich.

Ddle jsou uvedeny piiklady sporuladnich
agarovych pld podle vyndlezu. Byl zkouden
morfologicky .vzhled kultur, snadnost sni-
mani konidii z kultur a jejich biochemic-
k4 aktivita kvasnymi pokusy na produkeci
kyseliny citromnové nacdkovdnim na kvasny
melasovy substrdt a stanovenim kyseliny
citronové po ukonéeni kvasného pokusu.

PE¥ikilad 1

Rozpustime v destilované vodé& mno¥stvi
glycerolu odpovidajici 105 g 1007 glyce-
rolu, dadle 45 g sladového vytaiku /s 80 Z
sufiny/, 0,45 g dusi&nanu amonného, 0,06 g
siranu hofelnatého /se 7 Hp0/, 15 g chlo-
ridu sodného, 00,0015 g siranu m&dnatého
/s 5 Hy0/, 30 g agaru a doplrnime do t 1
vodou. Roztok se povafi ve smaltované nd-
dob&, a% je agar rozvafen, odpa¥end voda
se doplni a agarovy roztok se naleje na
pfiklad po 100 ml do 300 ml Erlenmeyeto-
vych bandk, které se po vzavieni vatovymi
zdtkami 1/2 hodiny sterilizuji p¥i pfe-
tlaku 0,5 atmosféry, nebo do misek, pfifemz
nemd byt vydka agarové pldy niZgi 2 wmm,

Po vychladnuti se ztuhlé agarové pidy
naodkuji v Hansenov& sk¥ince konidiemi hou-
by Aspergillus niger a inkubuji se 8 az
10 dnd pFi 32 ©°C. Na povrchu tenkého bi-
1ého mycelia se tvo¥i husty porost vyso-
kych konidiofor®, nesoucich hustj koberec
fernych hlavifek s nesZetnymi konidiemi,
které se daji snadno sed¥krabat nebo odsédt.
Po jejich naotkovédni na kvasné melasové
roztoky vyrostla normdlni, vrdsndnd a bi-
14 mycelia a po tydennim kvafeni byl vi-
t&%ek kyseliny citrénové v priméru 77,5 Z,
. vzta¥en na nasazeny cukr.

P¥iklad 2

Byla ptipravena agarovd sporulaéni pl-
da jako u pFikladu 1, kterd v3ak byla do-
plnéna &9 g kyseliny citronové a takovym
mnozstvim hydroxidu draselného, aby pH
piidy bylo asi 5. Jinak bylo postupovéno
stejné jako u p¥ikladu 1. PEi sterilizaci
je t¥eba dbat na to, aby banky s agaro-~
vou pédou byly co nejdiive po ukonleni
sterilizace vyjmuty z autokldvu; jinak
hrozi nebezpeli, Ze agarovd pidda zmékne .
Vzhled kultur houby A. niger byl, po nao&-
kovidni a inkubaci p¥i 32 9, stejny jako
u pfikladu 1. Konidie se daly snadno se-
$krabat., P¥i kvasnych pokusech byl primér-
ny vytdiek kyseliny citrénové 78,1 %, po-
&itdno na nasazeny cukr,
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2. Pevnd kultiva¥ni pdda podle bodu 1,
vyznadend tim, Ze jako vicemocné alkoholy
lze pou¥it glycerol, sorbitol, manitol.

3. Pevnd kultiva&ni plda podle bodu 1,
vyznafend tim, %e jako organickych vice-
mocnych kyselin nebo hydroxykyselin lze
poufit kyseliny malonové, jantarové, glu-
tarové, mlé¥né nebo citronové.

Severografis. vi. p. shvod 7. Moet
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