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Pramyslovy kmen mikroorganismu Aspergillus
niger, vhodny pro vyrobu kyseliny citrono-
vé povrchovym zplsobem ’

je produkéni kmen

Aspergillus niger, mutant CA-179 (CCM B8038)

pro vyrobu kyseliny c
zplsobem, ktery dosah
st{ neZ doposud zndmé
tronovd vyrobend z no

itronové povrchovym
uje zvysenych vytéZno-
kmeny. Kyselina ci-
vého kmene je vyuZi-

telnd v potravinédiském, farmaceutickeém

primyslu a ve spotteb
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Vyndlez se tykd nového produkéniho kmene (mutanta) houby Aspergillus niger, vyuZi-
telného pro své vlastnosti v primyslové vyrobé& kyseliny citronové povrchovym zplsobem.

Novy kmen oznaZeny ES-10 (CCM B803B) vedle vysoké vyt&Znosti, odpovidajfci nejlepZim
zndmym a provoznd vyuZivanym soulasnym kmenlm U-47 (CCM F-749) a CS-179, produkuje vyraz-
né sniZené mnoZstvi vedlejs{ kyseliny oxalové, coZ méd vyznam pro ndsledné zpracovdni kvas-
nych roztokl na krystalickou kyselinu citronovou.

Provozni kmeny pro vyrobu kyseliny citronové povrchovym zplsobem jsou hodnoceny
pEedeviim podle dosahované vyt&Znosti, tj. mnoZstv{ vytvofené kyseliny citronové v % na
nasazeny cukerny zdroj v kvasném médiu, ur&eny ke konverzi na kyselinu citronovou. Jejf
tvorbu lze té% vyjddiit ddajem produkce g/m2/den.

Vedle zdkladniho kriteria vhodnosti kmene pro provozni vyu?itf mus? kmen spliovat
i dalsf podminky. Kmen ur8eny pro primyslovou aplikaci musi prokazovat bohatou tvorbu
konidi{ pFl p#&stovdn{ na specidlni sporula&nf pid& urdené k pfipravé ofkovaciho materid-
lu (autorské osvdddeni &. 196 162). ,

Mezi vyuZivanymi kmeny existuji rozdily nejen v intenzit® blochemické premdny cuker-
né sloZky média, ale i v charakteru vytvdfeného produk&niho média a mycelia, tedy schop-
nostech rychlého vykl{teni o&kovanych konidi{, nerdstu mlaedého mycelia, jeho celistvost,
soudrZnost a schopnast v probshu kvasného procesu vytvofit zdravé produkéni mycelium
ptim&fené hmotnosti, vzhledu, aktivity a odolnosti proti infeké&nim mikroorganismim.

Produktivnost kmenl je vyrazné ovlivfiovéna sloZenim kvasného média,” technologickym
postupem jeho pfipravy, zptsobem a ddvkami pFisad. Vlivy se projevujl nejvice u technolo-
gickych postupl, kdy je zpracovdvéna jako cukernd surovina melasa (&s. patent &. 121 832,
&s. patent &. 130 943, autorské osvéddeni &. 180 276, 245 107 a 233 664).

DileZzitym ukazatelem pro charakteristiku kmene je tvorba vedIej%ich kyselin, pfede-
viim kyseliny oxalové. Jejf mnoistvi mo%no regulovat v urditych mezich ddvkami kyseliny
fosforedné do hotového média, dominantni vliv mé& vZak druh a kvalita zpracovédvané melasy.
V pfipad® kombinace kmene s b&Znou produkci kyseliny oxalové s typem melasy, stimulujici
jeji dals{ tvorbu navic, miZe dojit k sifuaci, Ze jejf vysoky obsah v kvasnych roztocich
zpiisobuje potiZe p¥i jejich zpracovéni. Vychodiskem je zde nasazen{ kmene se sniZenou
vedlejSi tvorbou kyseliny oxalové. ’

Kmen ES-10 (CCM 8038) spliuje vEechny podminky pro vyuZit{ jako novy primyslovy kmen,
vhodny pro povrchovy zplisob citronového kvadenf na melasovych substrétech.

Novy kmen byl postupné& ovéfovén v lgboratornich, poloprovoznich a provoznich kvasnych
zkouSkédch v porovnén{ s dosud ve vyrobg y?uiivanYm kmenem U~47 a dalSim novym kmenem
CS-179, ktery je pro kmen ES-10 parentdlnim.

PELi zkouSké&ch prokdzal zvySenou produkéni aktivitu proti kmenu U-47 a sniZenou produk-
ci kyseliny oxalové proti ob&ma srovndvanym kmentm.

Pfedm&tem vyndlezu je novy primyslovy kmen mikroorganismu Aspergillus niger, mutant
ES-10, uloZeny v Cs. spirce mikroorganismt Univerzity J. E. Purkyn& v Brng, tE. Obrdnct
miru &. 10 pod oznadenim CCM 8038.

Morfologickd a fyziologickd charakteristika

Mutant Aspergillus niger ES-10 béstovén na glycerinové pidé (autorské ovédseni &.
196 162) o sloZeni: 125 g glycerinu, 45 g sladového extraktu, 15 g NaCl, 0,5 g NHANDB,
0,08 g MgSU4aq, 0,0015 g CuSD4aq a 30 g agaru na 1 litr pady, pfi teplotd 32 OCc tvofi bi-
hem 36 aZ 44 hodin kulaté kolonie o prdm&ru 0,6 a% 0,8 cm. K tvorb& konidif dochdzi ve
stfedu kolonii po 50 hodindch kultivace. 0d 4. dne je sporuladni agar pokryt souvislym
mycelidrnim povlakem se spodni na?loutlou, mirn& vrésndnou stranou. Vn&jsf strana myce-
lia jevi sporulaci po celé plode. Po 8 dnech kultivace vzhled kultury pfedstavuje sou-
visly, bohat# sporulujici porust s intenzivni produkei konidii{, které se snadno odd&luji
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poklepem, lze je velmi dobfe ziskat sedkrabdnim &i odsdtim a pouffit ke konzervaci,

Na sladinovém agaru a syntetické puds Czapek dosahuje kmen obdobnych charakteristik
ristu se zpoZdénim o 10 a¥ 15 hodin. Intenzita sporulace po 8 dnech rdstu Jje sniZensa.

Mikroskopicky vzhled: 7 mycelidrni plochy v celém priméru kolonie se tvofi konidio-
fory délky 3 az 4 mm, konididln{ hlavice o priméru 0,1 mm Jsou kulovitého tvaru svitle
aZz tmavé hnids zabarveny, Po celém obvodu vyrtstaj! primdrng sterigmata lahvicového tva-
ru a sekunddrni sterigmata nesou na Koncich fetézce konidif, které¢ jsou kulovitého tvaru,
hladké, o proméru 3 az 4 Jum tmavé hnédé az Zerng barvy,

Kmen £5-10 p&stovdn v tekutém melasovém médiu s 15 % cukru a optimdlng pfisadou hexa-
kyanoZeleznatanu draéelného, kyseliny fosfore&né a pridavku ZnSUaaq v povrchovych kvas-
nych pokusech pfi teplot2 32 9¢ projevuje prvé zndmky klf&eni po 14 hodindch a do 24 ho-
din tvof!{ souvislé mycelium, kteréd s{lf, b&ls, dochdzi k jeho zvrasnéni a mezi 2, aj 3.
dnem produkuje kyselinu citmnovou,

Kmen ES-10 se 1i%f od parentdlniho kmene CS-179 a provozniho kmene U-47 piedevdim
intenzitou tvorby kyseliny citronové (théinost;) a8 drovni soubdiné tvorby vedlejsi ky-
seliny oxalové. Hmotnost mycelia kmene ES-10 je zhruba o 10 az 15 % vyss{,

Kmen ES-10 po 9ti dennim kvasném cyklu povrchového kvaSen{ s vyskou 9 a% 12 cm mela-
sového substrdtu dosahuje za normalnich podminek téchto vysledkd:

% vytéZnosti U-47 75 a% 80 %
C5-179 82 aZ 85 %
ES-10 83 aZ 86 %
Tvorba kyseliny U-47 Joaz 11 %
oxalové (% 0X/KC) Cs-179 58213 %
ES-~10 laz 8%

Z hlediska provozni pouZitelnosti kﬁene Je vedle zvySené vytéinosti predevsim cenéna
vlastnost snifeng tvorby kyseliny oxalové. '

Novy produkénf kmen ES-10 byl ziskdn-mutagennim pdsobenim UV svétla na parentdlni
kmen CS-179, ktery je téz zarazen do sounbru provezné vyuZivanych kmend.

K mutaci pouZita germicidng lampa BQ:W firmy Philips, vyzafujici monochromaticke svét-
lo o vlnové délce 253,7 nm. Suspenze konidif parenterdlniho kmene byla ziskdns spléchnutim
sporulujict kultury.sterilpfm 0,5% roztokem tritonu a filtraci pfes Fidkou fritu k odstra-
néni zhlukd spor a zbytkd hyf. Suspenze néfedéna na koncentraci cca 106 konidii/ml. 5 ml
této suspenze bylo rozlito na plochu Petriho misky (@ 10 cm) a ozafovéno UV lampou. ze
vzddlenosti 25 cm po dobu 5 a¥ 25 minut pFi normdlni teploté a intenzite zéfeni cca 4,5
J3/m2/sec. 2 pteZitych kolonif byly zi{skény monosporické kultury vypéstované na sporulagni
agarové ptd&, které byly hednoceny produkc{ kyseliny citronové kvasnymi tésty s melasovou
pidou, Z nich byl vybrén hejlepﬁi a nejaktivndjisf mutant oznadeny ES-10.

PEiklad

1. V laboratornim pokusném vatdkuy s pEimym ohfeven parou se pripravi kvasné melasové
médium slofenf: 300 g 50 % melasy, 4 ay 7 %+ hexakyanofeleznatanu draselného, 0,2 ay 0,6 %
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varu doplnf vodou na koneé&ny objem (15 g cukru/100 ml), pfid4 se ZnSUAaq, rozleje se
do pokusnych nddob s vySkou substrdtu 9 ay 12 cm 3 zaodkuje se testovanymi kmeny. Po 9
dnech kultivace pEi 32 ¢ se stanovi vytdZnost kyseliny citronove a prudukce kyseliny
oxalovég. '

Melasa kmen vytéZek % % 0X/KC
A U-47 81,2 . 7,8
Cs-179 85,2 10,8
ES-10 86,8 6,1
B . U-47 83,8 8,2
CS-179 87,1 9,6
ES-10 87,6 4,1

ku tak, Ze k podkladu vody bylo odm&feng mnoZstvi melasy, aby roztok obsahoval 35 % hmot,
Cukru. Sm&s byla ohféta na -85 °C, pfidala se kyselina sfrovd na dpavu PH v rozmez{ 6,0 az
6,6, kyanoZeleznatan draselny 4 a3 ¢ %., hmot. na nasazeny cukr, kyselina fosfore&ns 0,2
aZz 0,6 %, hmot. a roztok se ohif4l k varu, ktery trval ¢0 minut. Po skongeni varuy se roz-
tok doplnil biologicky nezdvadnou studenou vodou na kone&nych 14 % hmat. cukru. Po pFi-
davku pfedepsanégho mnoZstvi kyseliny mraven&f a siranu zinegnatého se kvasny roztok napl-
n{ do misek v komofe, VySka substrétu byla 9 cm, doba kvagenf 9 dng, teplota zkvasovaného
roztoku 30 ay 35 O, Kvasné komory byly zaotkovdny st¥fdave kmeny U-47 a £S-179 a ES-10.
D3le uvedensg vysledky jsou prom&rem skupin 10 a¥ 20 provoznich komor se viemi tfemi kme-
ny, zkvasujicimi 3 druhy pouZitych melas. .

Melasa kmen ) vyt&Znost % % OX/Ke
I. U-47 79,3 8,7
Cs-179 84,3 9,2
ES-10 83,3 5,0
II. U-47 77,8 7,3
CS-179 81,6 8,2
ES-10 83,6 5,1
III. U-47 80,6 9,2
Cs-179 85,6 10,0
ES-10 85,8 6,4
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PREDMET VYNALEZU

Primyslovy kmen Aspergillus niger, mutant ES-10 (CCM 8038) pro povrchovou vyrobu
kyseliny citronové,
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