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Predmetom vyndlezu je zvyfenie ektivnosti produkiného lmena Aspergillus niger u tech=
nickej fermentdcie kyseliny oitrénovej, pri z{ sken{ jeho novych vlastnosti v opakovanom
styku s kultiva¥nym médiom, ktoré obsahuje u&immi létku,

Samozrejmym predpokladom priemysiového citronového kvasenia je aktivmy kmeﬁ, zarudu=
Jlei vysoki vitainost v priemyselnom mer{tku na nasadeny cukor, Je vieobecne znéme, e
premena cukru na organickd kyselinu, v tomto pripade na kyselinu citronovi, sa deje infra-
celuldrnymi enzymami, tj. vo vmitri buniek, ktoré vytvdrajd mycéliovﬁ vrstvu, Cukor vnikéd
pod osmotickym tlakom do buniek a kyselina difunduje do roztoku, Od enzymatickej aktivity
takto vytvoreného mycélia, zdvisi priebeh, doba a vysledok fermentdcie,

Existuje niekolko sposobov ako zvy#il aktivnos? produk¥ného kmeha, ¥i uf je to poso-
benie UV svetla, alebo tzv, mutagemnych léiék. prifom dochddza k morfologickym zmeném u
pouZitého produkiného kmena. Balsim sposobom ziskavenia aktivnejdej formy mikroorganizmu
sa povafujl zdsahy, ktoré vedld k premene v metabolizme v smere zvySenej ldtkove] vymeny,
na zdklade stéle opakovaného kontaktu produk&ného kmena s kultiva¥nym médiom. Ako pri tome
to sposobe, aj pri predo¥lfoh, zékladnou podmienkou zostéva, aby produkdny kmen okrem vy=
sokej vyfainosti mal nasledujiice vlastnostis .

= kultivdeia mus{ byt jednoduchd, so zabezpefenim dostatoiného mmoistva sbér kmena
Aaporgiilus niger pre prevéddzku,

~ nesmie podliehal fyziologickej degenerdcii a musi vykazova¥ urditi odolnos¥ vodi

200 018



200 018
mensim zmendm prostredia,

- maf schopnoe® rychlo porastal na organickfch substrétoch s odolnostou vo¥i kontami~
nujtcim mikroorganizmom, Této podmienka je z priemyslového hladiska dsleiiti, no rychla
tvorba mycelidrnej blany na povrchu substrdtu a poufitie chemickfch sterilizadnfch ldtok,
zabezpe¥uji dnes minimélny vyskyt zvlds¥ bakteridlnej kontamindcie pri fermentécii kyse-
liny citrénovoj,

- nevytvéral vo zvjienej miere vedlajdie kyseliny, zv1&#¥ kyselinu oxalovy, ktorej
oddelovanie z vykvaseného média sstobuJo znaéné problémy a zviSend ndklady na vyrobu,

Na zéklade hore uvedeného sa za Ulelom zvy#enia akt{vnosti kmeha huby Aspergillus
niger aplikoval systém ovplyvnenia povodného prevddskového kmeha zmenou jeho kultivednych
podmienck a to od konzervy cez tekuti podu ef po sporula¥ni podu, stdle opakovanym poso-
benim pri jeho pripreve u¥innou ldtkou a to peroxidom vodika,

Pridavok peroxidu vodika k tekutej a pewvnej sporuladnej p3do mé za ndsledok, Ze do-
chddza k zmene morfologického zneku u produkdného lmens Aspergillus niger a to v tom, Ze
oproti psvodnoj sporuladnej pado Je jej zafarbenie prerastanim submycélia Z1lté a nie bie~
le. No hlavnym znakom je dosiahnutia mohutnejdej tvorby spor, rychla kl{¥ivosi na prevddz-
kovom médiu a predpokladani zvySend aktivmost vo vziahu k biosyntéze kyseliny citronovej,
bez zmeny farby konf{dii, ktoré zostévaju éierﬁe.

vzhladom k tomu, Ze visledky blosyntézy kyseliny citrénovej ad zdvislé od pouZitého
média a od obsahu stimulednjch a inhibidnjch létok v tomto médiu, dalej od pouzitého pro-
dukéného kmeia, boli pre stanovenie rozdielu porovmené ap&ry'siskané z kultivdcie kmena
Aspergillus niger na psvodnej kultivadnej pode a pode s u¥innou ldtkou v roznych kombins=
ciach cez kvasné pokusy,. |

v tabulke %, 1 st uvedend vysledky vplyvu zmeny v zloZeni tekutej a sporula¥nej pevs
nej pody, na aktiwvnost kmeha Aspergillue niger, pri fermentécii ne melasovom substrdte
v Erlemeyerovych bankéch pri sledovani rsznych kombindei{ & pridavkom '¥innej létky a tak-
to ziskanych apsr, s ktorymi sa previedlo o&kbvahic, oproti psvodném.

Tabulka ¥, 1:

povodnd tekutd _ nové tekutd

Pevné sporulend p3da p3dn bez H202 psda s Hy0,

 vitatok v % vitaiok v %

B8 SRS ENEERENEEREEREASISEEEEESESEEEESERSUESRERERERENERE

&, 1 Povodné poda 66,1 72,2
% 2 Poda s obsahom H,0, 69,8 97,0
&, 3 Poda s obsshom glycerin + H,0, 70,2 99,2
%, 4 Poda s obsahom glycexrin 77,8 87,5

Vysledky charakterizujd produkdnd aktivitu medsi kmenom Aspergillus niger, kultivova-
njm na résnych podach, pri¥om vplyv U¥innej létky je sremj u¥ pri pokuse 3. 1, ked bol
prideny lem do tekutej psdy a vzrast vitaZfnosti u spor ziskanyoch 2 psvodnoa sporuladnej
pody a pody opracovanej uinnou l&tkou, je dan§ rozdielom vo vy¥ainosti od 6 a¥ 17 %, S0



3

‘ 200 018
Je dostatolne Ztatisticky viznammy rozdiel pri 4 paralelkdch u kaZdého pokusu., Sudasne sa

dosishlo o 30 aZ 40 % vé¥Zie mnoZstvo spor z 1 Erlenmeyerovej banky, &o Jje v gramoch 0,6
% 0,8, oproti 0,3 a 0,5 g na povodnej pode. ,

v dal¥om pokuse sa sledovalo optimdlne zlo¥enie sporulaénej pady 8 pridavkom G&imnej
14tky pred a po sterilizdcii sporuladnej pady, o&kovanej sporami z tekute] dey, s pridave
kom u8innej 1ldtky. Z{skand spary kmena Aspergillus niger boli testovand na melasovom sube
stréte v Erlenmeyerovjich bahkdch, visledky sd v nasledujicej tabulkes

Tabulka &, 23

. pokusu pridevok ﬁ202 pridavok glycerin vitazok %
ml/1 + Hy0, m1/1

szzmzssaw
1 + 0,1 82,4
2 + 0,3 9741
3 + 0,5 99,4
4 + 0,5 101,6
5 + 0,6 83,8
6 - 0,1 87,5
7 - 0,2 90,1
8 - 0,3 98,8
9 - 0,4 92,0

Poznémka: + H,0, (pridané po sterilizdcii sporuladnej pody)
- Hy0, (pridané pred sterilizédciou sporuladnej psdy)

Ako z vysledkov vidno, najvadsi vplyv na sktivnos} spor produkdného kmena Aspergillus
niger mal pridevok samotného peroxidu vodika, ktory sa priddvel po sterilizdcii do sporu-
ladnej psdy. Aviak praktické prevedenie si vyZaduje zvld¥tne opatrenia pre zabezpedenie
sterility, %o pri priprave velkého mnoZstva spér pre previddzkové iilely je obtia¥ne, Prids=
vok peroxida vodika pred sterilizdciou, vzhladom k vysokjm sterilizainym teplotdm pri pri=
prave sporuladnej pady, 8l vy?iadal pouri¥ vhodny pridavok negativneho katalyzdtora, ako
si (kys., fosforednd, kys. sirovd, glycerin) a iné, Pou¥itim kombindcie glycerin + peroxid
vodika, s vylidenim glukézy, se dosiahli vysledky adekvédtne pridavkom peroxidu vodfka po
sterilizdcii (vid tabulke &, 2, pokus 6 a% 9) to znamend, %e 1, sposob sa 44 pouzi¥ pre
overovanie vplyvu udinnej 1létky na kmen Aspergillus niger a 2, pre beinid pripravu spér
pre prevddzku. '

Poznémka: V Jal¥om popise je ozna¥enie (P) pre 8pory ziskané kultivdciou na povodnej pode,
oznadenie (N) pre apézy ziskané kultivéciou na p3de s Udin-
nou létkou, )

Ze tiSelom Jalsieho sledovenia aktivnosti takto ziskaného spérového nateridlu, previe-
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dol sa leboratéorny pokus za pouZitias melés z 2 cukrovarnickych kampani a to melasy e 1

z roku 1976, & 2 z roku 1977 za poufitia epSr‘Aspergnlus niger (P, N). Laboratorny po-
kus sa viedol vo fermentadnjch nddobdch (obssh 2000 ml, vydka 9 cm), visledky siv tabul=
ke Se¢ 3

Tabulka &, 3t

o&kovené sporami P odkované sporami N
Melasa vitatok v % vitaiok v %
= = :“=Bs.-ﬂss‘”““"-."“““--““3-8“..‘."“-
1 65,8 . 75,6
2 71,1 84,2

Aj v tomto pokuse produkcie kyseliny citronovej je u spor N vysiis o 10 at 13 % vytainos-
t1, Tyohlejéia tvorba mycelidmej blany o 4 a% 5 hodfm, tj. 2 22 hod, u spor P na 17 al
18 hod, u N, ‘

Niekolko v mohych pripadoch akt{vne kmene, ktoré ddvaji vysoké vitaiky v laboratdr-
nych podmienkach nedévaji rovnaké vysledky v prevédzke, je po‘ti'obné zabezpedit sledovanie
aktivnosti spor kmena Aspergillus niger cez prevédzkové pokusy, kde je moZné sidasne od-
sledova¥ odolnost vodi kontaminujlcim mikroorganizmom, rjohloai kli&enie, bioayﬁtézy ky=
seliny citrénove;j, Struktira mycélia a jeho odolnost vo3i paraziticke] pliesni (Penicilia)
e porovnal s povodnym kmehom, visledky e v nasledujicej tabulke:

Tabulka &, 4:

Spory kmena Asperg. vitatok titr. vitatok bes podet
niger - odkované na nas, cukor cudzich kys, pokusov
v% v %
t BRE = RO EREENEEIEECEEENEESEEERNEEEEREREDE
58,56 58,37 200
67,82 67,09 296

Zhodnotenie prevddzkovich vysledkov:

- vjskyt bakteridlnych misiek prakticky bezviznamny,

- vi%ainoa% u spor ¥ je o cca 10 % vyssis,

= tvorba vedlajiich kwaglin za pouZitia spor P 1 N do 1 %, bez v¥skytu kyseliny oxa-
loveJ,

= rjchlost kl{¥enia a tvorba mycelidrnej biany posunuté v smere spor N a to z 22 ho~
din u P na 18 hod, u N,

- morfologické zdravé myoélia s pevnejdou Ftruktirou u N, ddvaju predpoklad vyiide]
odolnoati vodi peniciliam, |

Spory ziskené kulﬁvéciou. za siSasného posobenia Gdinmej ldtky u kmena Aspergillus
niger, si dostato¥ne aktivme s dosahovanim vysokyoh v¥tainost{, nepodliehaji fysiologic~
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kej degenerdcii,

Spasob prevedenia pokusovi:

Pokus & 1 a 2

Repnd melasa sa zriedi vodou tak, aby koncentrdcia polarizadného cukru bola 13 a%¥ 14
%. Za studena sa roztok upravi prisademi ferrokyanidu draselného a kys. Posforetnej., Kys.
sirovou sa upravi pH, Tekto upraveny roztok sa rozleje po 100 ml do Eerlenmeyerovfich ba~
niek (obsah 300 ml), po uzatvor;ni prebieha sterilizdcia v autokldve pri 100 kPa 30 min,
Po ochladen{ sa sterilny substrdt olkuje sporami produk¥ného kmene Aspergillus niger,

Pokus &, 3

Repné melasa sa zriedi vodou tak, aby koncentricia polariza¥ného cukru bola po narie-
deni 13 aZ 14 %, Po zohriat{ ne teplotu nad 85 %¢ sa tento roztok upravi beinym sposobom,
‘pridavkemi ferrokyenidu, kys, fosforeinej a kys. sirovej., Potom prebieha sterilizédcia 10
min, pri 100 °C, Po ochladeni sa substrdt rozdeli do fermentadnych nddob po 2000 ml a ne=
ofkoval spérami produkiného kmefe Aspergillus niger P a N, Po 9, dnoch sa fermentdcia ukon-
&ila a stanovil sa‘jejlv#¥aiok, beZnym spasobom v 3 paralelkdch,

Pokus &, 4

Melasovy roztok pripraveny sko v pokuse 3, v 2 vardkoch o objeme a 18 000 litrov,
U ka%dého pokusu sa substrdt esfte opracoval antibakteridlnou ldtkou, Pri teplote 45 % je
néplh 1 kvasnej komory o¥kovend sporami, po 9. dhoch ss stenovil vysledok fermentdcie,

PREDMET VYNALEZU

Spasob zviSenie aktivity produkiného kmena Aspergillus niger u technickej fermenté-
cie kyseliny citronovej vyznafeny tym, Ze sa produkiny kmen opakovane kontaktuje s kulti-
va¥nym médiom, obsahujicim 0,1 aZ 0,5 ml/1 peroxidu vodika za sidasnej aplikécie kataly-
zdtorov typu glycerin a kyseliny fosforelnej, brzdiacich rozklad peroxidu vodika prl ste-
rilizdeid,
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