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(54) ‘ - Produkéni kmen mikroorgenismu Aspergillus niger

Vyndlez se tyké nového produkéniho kmene pro submersni vyrobu kyseliny eitrinové.

Citronové kysel1na 8se vyrébi prﬁmyslové pomocf mikroorganismd jix vice neZ 50 let.
Spektrum jejfha pouzitf je velmi éiroké, a to,od farmacgutlckého primyslu a¥ po lehky§ a
chemicky primysl. V poslednf dob¥ se jej{ uplatnéni ddle rpzéifuje, nebofvne 8tévé zéklad-
ni{ surovinou pro vyrobu biologicky degradévatelhych detergenti.

" Zatimco pro jeji aplikaci v chemickém a lehkém primyslu -je zde moénoat jeji vyroby
pomocf kvasinek z n-alkénd (Ajinomoto Co. Japan: A fermsntation proceas for the product1on
of citric acid. Angl. pat. 1,204, 635, 1970). Pro potravintfaké a farmaceutické ﬁéely Je - (
nutné, aby vyahozi surovinou byl potravinéi¥sky nezévedny produkt Jjako Je napf. sacharosa.

V tomto p¥i{padé se konverse sacharosy na citronovou kyselinu prové4df pomoei plisni pfe~ '
- vé#n& kmend Aspergillus niger (Jungbunzlauer Spiritus Chem. Fabrik AG: Preparation of
citric adic. OE 293 313, pat. 1971, OE 296 194, pat. 1972). Klesicky fermentadn{ postup

Jje povrchové fermentace melasovych nebo cukernych médif. Tento postup je néro¥ny na Sas,
fermentadnf proator i pracovnf 8{ly, a proto se v soulasné dob& prosazuje ekenbmiénéjéi
submersni zpisob vyroby. '

Submersni zpisob vyroby se vyznaduje zejména moZnost{ mschanzzace, automatizace,

vvyéﬁi produktivitou prdce a moZnost{ standardizace podminky vyroby, ¥eho% nelze doséhnout
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pri povrchovénm zpnaobu. Pro aubmerani vyrobn{ postup dosud negsou k .dispozici- vhodné vyso-

ko produkéni kmeny pliani.

§
Predmétem vyn&lezu je novy produkénf kmen mikroorgghismu Aspergillus niger mitanta
97 A pro submersn{ vjrobu kyseliny ditronové, uloZeny v mezinérodn{ abipce mikroorganiamﬁ
pod &. CCF 1957.

Morrologické 8 fyziologickd charakteristika produk®nfho kmene mikroorganlamu
Aapergillus niger mutanta 97 A (Thom. CH.Raper, K. Be: A mannual of the Aspergilli,
Baltimore, 1945): v A

Dobfe roste a rychle sporuluje (za 4 dny) na sladinovém agaru. Barva spor je Bernd
8 nédechem do hn¥da. Na‘aporulaéntm'ggaru s pivem vytvdf{ za 4 dny kolonie 4 cm v primi¥ru,
sporulace je hustd, Zernd po celé ploZe kolenif, spodnf strana je nezvrdesndnd, stred mirnd

~-na%loutly. Na Reulinové agaru (viz citace) dosahujf kolenie 1,5 - 2 ¢m v prim&ru, stiedy

kofiqové eporuluji, kolonie jsou na spodnt i vrohnf stran® radidlns zvrdsniny.

Na Czapkové agaru (viz citace) se tvori kolonie o priméru 3-4 cm, sporulace je

‘“ridké spory jsou zbarveny skoi¥icovée, kolonie jsou vy¥razng zvrésnény ne jprve od stredu
 Xruhovitd a pak radidlns. Spodn{ strana  Je Blutd.

Mikroskopicky vzhled: spory 5sou tmavé hn&dé, chlupaté, #»; S/u v prim&ru, konidio-
f fory 0,6 - 0,8 mm vysoké, hlavice o priméru 0,1 mm vyrazné kulaté. Zivotnost apor Je
' dlouhodobé pRi . skladovéni v karborafinu nebo v lyofllxeovaném stavu i n&kolik let.

if;Béhem eubmqrani kultivace na syntetické plds s 10-20 % sacharosy preménuje mutanta
97 A 55-65 % sacharosy na kyselinu oifrénovoﬁ. Mntantavje citlivé na nedostatek stopo~
vych prvku, zvlé!té Fe, v médiu,p¥i jejich nedostatku se produkce kyaeliny citronové
znaéné sniZuje.

ay; ngn mikroorganismu Aspergillus niger.mutanta 97 A byl z{skén tak, %e se na sus-
ponii pfbtoplaatﬁ.vjchoziho kmene Aapergilldh niger K 10 pisobile UV avétlem. Kultivace
hyf,.zé_kterych byly protoplasty uvoliovéhy, a vlastni priprava protoplastd byly provéds-
ny postupem uvedenjﬁ,v pféci M. Hnsilkové,lz. Fencl (Folia Microbiologica 13 : 235 - 239,
--1968).

Plsoben{ UV svétlem bylo prbvedeno'tak Ze'suepenee protoplastd (10 ml v Petrihe
misce o priméru 10 cm) o koncentraci p#ibliZng 106/m1 byla oza¥fovéna gernicivni 30 wWuv
lampou (zn.Phillips) - ze’ vzdélenosti 25 cm za pomalého mfchdn{ po dobu 3 minut pﬁi poko jo=-
vé teplotd (intensita zéfenf ': 3,95 J/h?/b).

Poté byla suspense rozlita na sladinovy agar v Petriho miskéch a ponechéna vysporulo-
vat p¥i tepldté 39 o¢ v termostatu. Z vysporulované kultury byla pfipra&ona suspense spor,
kterd byla'nafédéna tak, aby po deldim rozlitf na aladinoyy agar vyrostly jednotlivé
isolované kolonie. Tyfo kolonie byly hodnoceny fermentadnim testem z hlediska produkce
kyseliny citronové na rotadnf tfepalce a vybrény nejleps{ z nich. |
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Hlavni vyhodou nové mutanty pflprevené z protoplastﬁ Je zvjéené schopnost produkovet

citrdnovou kyselinu za submeranich podmimak kultivace, kdy médium obsahuje 10-20 % cuker-

‘ného subatrétu, pfléemi aZ% 65-75 % dodaného cukru - je konvertovéno na citronovou kyselinu
béhem 5-7 dnf fermentace. ‘

PREDMET VYINLALEZGU

Produkénf kmen mikroorganismu Aspergillus niger mutanta . 97 A CCF 1597 pro
submeranf vfrobu kyseliny citronové.
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