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(57) Novy produkéni kmen houby Aspergillus niger (mutanty) s
vysokou biochemickou aktivitou a rychlou kli¢ivosti spér,
produkujici kyselinu citronovou na melasovych substri-
tech povrchovym kvasenim, zptisob jeho ziskdni a kultiva-
ce. V textu jsou uvedeny vysledky laboratorniho a

provozniho ovéfovini.



Popis vynalezu

Produk¢éni kmen mikroorganismu Aspergillus niger pro povrchovou
vyrobu kyseliny citronové.

Vyndlez se tykd nového produkéniho kmene (mutanty) houby
Aspergillus niger pro primyslovou vyrobu kyseliny citronové po-
vrchovymn zpusobemn.

Novy kmen, oznadeny W, 310 (CCM ) 8 rychlou klidivosti
sp6r a s vysokou biochemickou aktivitou je schopen »¥va3ovat wela-
sové substrdty na kyselinu citronovou intenzivndji, neZ dosud po-
uZivané kmeny ES 10 (CCM R038) - A0 273 142, ~S 179 (CCM 8037) -

AQ 273 141, U 47 ( CCM=~F-749) - AO 245 107 a L 1 (CCM-F-504) -
AO 180 276 a to pri béZnych i zvySenych vySkdch melasového substrd-
tu.

Vhodnost prumyslového kmene je posuzovdna predeviim podle
produkce Zadaného produktu ( mnoZstvi kyseliny citronové v % na
nasazeny cukr), tvorby vedlejsich produktl ( mnoZstvi kyseliny
oxalové v % na vyprodukovanou kyselinu citronovou) a podle moZnosti
ziskdvani kvalitniho odkovaciho materidlu.

Novy provozni kmen FL 310 ( GCM ) byl ovérovén v labora-
tornich, poloprovoznich a proveznich podminkdch na riznych typech
melas, kde se ogvédCil zvySenou produkéni aktivitou kyseliny citro-
nové pri produkci kyseliny oxalové, srovnatelné s kmenem ES 10
(CCii 8038). Tvorbu kyseliny oxalové lze ovlivnit piedevdim vybéremn
zpracovdvané melasy a sloZenim kvasného substrdtu tak, aby jeji
mnozstvi vyhovovalo dalSimu technologickému zpracovdni kvasnych
roztokli. Kmen FL 310 (CCM ) tvori na glycerinové sporuladni
pudé (AO 196 162) bohaté sporulujici pordst konidii, které se
snadno oddéluji a lze je velmi dobYe ziskat pro oCkovdni kvasnych
substrdtd nebo ke konzervaci.

Kaen FL 310 (CCH ) splnuje v3echny podminky pro vyuzZiti
jako novy primyslovy kmen pro povrchovou vyrobu kyseliny citronové.

Predmétem vyndlezu je novy priumyslovy kmen Aspergillus niger



FL 310, uloZeny v Cs. sbirce mikroorganisml Masarykovy university
v Brné, Tvrdého ul. 14 pod ¢islem CCH .

Morfologickd a fyziologickd charakteristika.

Kmen PL 310 byl péstovédn na glycerinové sporulacni padé
(AO 196 162) o sloZeni: 125 g glycerinu, 45 g sladového extraktu,
15 g NaCl, 0,5 g NH,NO;, 0,08 g MgS0,.7H,0, 0,0015 g CuS0,.7H,0,
30 g agaru na 1 litr pudy. P¥i teploté 32 °C tvofi b&hem 34-40
hodin kulaté kolonie o priméru 0,5-0,8 cm. Tvorba konidii zadinad
po 40 hodindch kultivace. B&hem 50 hodin tvo¥i souvisly naZloutly,
mirné zvrdsnény porust mycelia. Po 7 dnech kultivace je vyvinuty
souvisly bohaty porGst konidii. Konidie lze snadno ziskat seSkrabd-
nin nebo odsdtim.
Na sladinovém a Czapkové agaru je porust opoZdén o ceca 10 hodin.
Intenzita sporulace jergﬁadinovém agaru sniZena, na Czapkové agaru
ke sporulaci témér nedochdzi.

Mikroskopicky vzhled.

Konidie jsou tmavé hnédé aZ derné, hladké, kulovitého tvaru
o priméru 3-4 um. Konididlni hlavice je kulatd o praméru 0,1 mm.
Po celém jejim obvodu vyristaji primdrni sterigmata lahvicovitého
tvaru a sekunddrni sterigmata nesou na svych koncich Fetézce koni-
dii. Konidiofory jsou 0,4=0,5 mm dlouhé.

Kmen FL 310 vytvdfi na produkénim melasovém substrdtd optimdl-
niho sYn%eni za 20-24 hodin souvislou vratvu mycelia, které tvori
béhem fermentace bohaté ¢lenity bily povrch s minimdlni sporulaci.

Kaen FL 310 byl ziskédn chemickou mutaci z parentélniho sbirko-
veho kmene EL 115. Do vodni suspenze spor ( koncentrace Jpor 2,R6.
10 ) bylo p¥idano 0,02 % etyleniminu. Suspenze byla 3 hodiny michd-
na pomocl elektromagnetické michalky. Pak byla suspenze naredéna
tak, aby. po rozliti na sporuladni agarovou pidu vyrostly jednotlivé
izolované kolonie, ze kterych byly ziskdny monosporické kultury.
Tyto byly hodnoceny kvasnymi testy s melasovou pldou podle produkce
kyseliny citronové. Byl vybrédn nejaktivnéjsi mutant ¥L 310. |




Priklad 1

V laboratornim vardku s p¥imym ohfevem parou byl piipraven
2z vody a melasy roztok, obsahujici 35 % hmot. cukru. P¥i teplotéd
60 °c byla provedena uprava pH kyselinou citronovou na hodnotu
pH 6,6-6,7 a ddle pfiddno 4-7 %o hexakyanoZeleznatanu draselného,
0,2-0,6 %o kyseliny fosforedné, poditdno na nasazeny cukr. V této
suési byl udrZovdn var po dobu 15 minut. Ndsledovalo doplnéni
biologicky nezdvadnou vodou na koncentraci cukru 15 %o hmot. a pak
bylo priddno 5 mg ZnSO4.7H20 na 1 litr hotového substrdtu. Substrdt
byl rozlit do pokusnych nddoeb ( vySka substrdtu 12-14 cm) a zaodko-
van testovanymi kmeny. Po 8 dnech kultivace pri 32 % byla stanove-
na vytéZnost kyseliny citronové a produkce kyseliny oxalové:

vySka substrdtu: 12 ¢cm 14 cm
kmen % KC % KO/KC % KC % KO/KC
FL 310 79,9 1,6 71,5 1,6
ES 10 78,5 1,7 68,7 1,1

Priklad 2

V provoznim vardku byl p¥ipraven substrait tak, Ze k podkladu
vody byleo priddno takové wmnoZstvi melasy, aby roztok obushoval
35 % hmot. cukru. Po ohfevu na 85 °¢ byla priddna kyselina citro-
novd na upravu pH v rozmezi 6,0-6,6, hexakyanoZeleznatan draselny
v mozstvi 4-6 %o a kyselina fostforedna 0,2-0,6 %o hmot. na nasa-
zeny cukr. Roztok byl 60 minut udriovdn ve varu. Nagledovalo nare=-
déni biologicky nezivadnou studenou vodou na 14 % hinot. cukru.
Po pridavku predepsandho unoZstvi kyseliny mravenci u sirsnu Zinec-
natého byl kvasny substrdt napustén do misek kvasgné komory ( vy3ka
substrdtu 9-12 cu). Teplota zkvadovaného roztoku byla po dobu 9 dni
udrzovdna v rozmezi 30-35 °C. Kvasné komory byly zaolkovdvdny stri-
davé kmeny FL 310 a ES 10. V souboru 470 proveoznich kvasnych kouor
byly dosaZeny tyto vysledky:

kmen % XC % KO/XC o,

FL 310 9.4 5,7 o Ty
o, N\

ES 10 77’5 5’4_ ST /;“ /{/I
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Patentové ndroky

Prinyslovy kmen Aspergillus niger van Tieghem FL 310 (ccm 8744 ),
produkujici kyselinu citronovou povrchovym zplsobem.
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