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ReSeni se tykd nového kmene Aspergi-
llus niger CCLi 8004, ktery produkuje na
jednoduchém definovandm médiu kyselinu
glukonovou vysokou rychlosti i stupném
konverze, 8 minimdlnim obsshem neZadoucich
litek a pigmentd., Kmen mé pouZiti pfi fer-
mentadni produkei kyseliny glukonové,
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Vynédlez se tjké nového kmene Aspergillus niger mutant
H-XI, ktery prédukuje na jednoduchém ninerdlnim médiuw kyseli-
nu glukdénovou s vysokou rychlosti produkce i selektivitou,
bez vyznamnéjiich mno¥stvi zbarvenych lédtek a vykazuje zvydenou
~odolnost vaii solim kyseliny glukénoyé ve fermentadnim médiu.

Schoipnost kene Aspergillus niger brodukovat kyselinu
clukdénovou je znéméd ji%¥ vice ne% 40 let (liall, L.lM.: Orgunic
Acids, In Irimary Iroducts of l.etabolism, Academic Fress, iew
Tork 1978). Této vlastnosti je vyuZivéno pfi fermentadni virobe
kyseliny Jlwdnové, jejich soli a slukono- & -laktonu. Literdrni
Gdeje uvddeji, Ze lkonverze slukdzy na kyselinu giukénovou L1 o-
bikajd no viceslollovém ninerdlnim médiu s pridavkem ¢oliifch
vilivovieh kompouent (kukuridny vyluh, kvasaniény autolyzdt,
atd.), coZ snolelne s vyES{ koncentraci bionasy (3 af 5 o
suchej vihy no litr) zp&aobaje, Ze vysledyy rrodukt obmaluje
zneind umodstvi balastunich ldtek (slo¥ky 1rodukinilio nddia,
14tky uvolnend z biomasy - pismenty, selimnddirne metabolity,
atd.) a klade vyd.i ekonomické ndroky nz ziskuni vysoce Tis-
tého produltu, kiery je potPebny uuil. jro farmaccutickd, i
rotruvindlské pouiiti. Katalogy kultur hub u nds (Catulogue
of Cultures, Universita Xarlova, Iraha 10763 Catalosue of
Cultur - Punzi Czeclhoslovak collection of microorganisinc,
J.E. Iurkyn® University, -rno 1982) uvddéji druh Aspersillus
niger bez vlastnosti vjsoce celektivné wrodukovat lmselinu
51ukdnovou. U nés nejsou k aisyozici vysokorrodukini kizny hub,

které by byly schopné v;soce selelktivni rrodukce kyseliny

4 ’
clulkonove.
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Uvedeny nedosfatek odstranuje vyndlez, kterym je novy
kmen mikroorganismu Aspergillus niger mutant N-XI. Kmen je
uloZeny v Ceskoslovenské sbirce mikroorganismd University
J.B. Purkyné v Brné (T¥ida Obrdnch miru) pod oznadenim
CCH 8004. Novy kmen byl ziskany tak, Ze na vodni suspenzi
spér Aspergillus niger v koncentraci 106, por v jednom mili-
litru s pridavkem 1% (w/v) Tweenu 80 se pisobilo }/—zéfenim
po dobu 20 a¥ 30 minut. SuSpenée spér byla pak rozlita na
sludinovy agar a kultivovéna pri 25 a¥ 30°C. 2 vysporulovand
kultury byla privravena suspenze spér, ktera po vhodndém nule-
déni byla rozlita na sladinovy agar. Jednot1livé vyrostlé ko=
lonie kultury nilroorganismu byly hodnoceny fermentadnimi
zlouskani, Jjak z hlediska rrodukce kyseliny lulonov tak
i tolercnce na vysoké koncentrace glukondtovych soll a tvorby
vigmentl. Talito ziskany kuen Aspergillus nigzer smbant -1 byl
nskolilrédt vasdfovén na tekuté phde g vysokym obsahem glukééy
a Cédle uchovivan klasickym zplsobem. Mezi Llavni prednosti
takto vyselelktovandho kmene Aspergillus niger mutant 1i={I
1at¥i vysoké rycllost produwrice kyseliny glukdnové - 1,2 a¥
1,86 (hmotnost/objem) utilizovandlho sacharidu za kodinu 1ri
vytezeich 94 a¥ 96 ,: teoretické hodnoty. Loncentrace bicmasy

turnyml literdrnimi (daji (3 af 5g

je vsak v pordvnéni S dos
suché hmotnosti mycelia / litr media) rodstané niiii (0,5 aZ

1,0g na litr media). Tyto hodnoty jcou dosalioviny na Jelncducl.dm
definovandém minerélnim médiu s asinilovevelnym zdrojem w.liku

a Sivnfch solf, co¥ sjolecné s nifif loncentraci biomusy wrioi-
ﬁuje ziskat poZadoveny procdukt vysolié Cistoty s minimdinim
obsahenm balastnich a ipigmentujicich létek. Kmen si zachovivd

vysokou rrodukiéni schiojnost i pri vysolych lonceutracich glu-
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kondtovych solfi ve fermentadnim médiu(vice ne¥ 450 kg.m 3).
Novy kmen Aspergillus niger mutant I-XI dob¥e roste na
vernuyeh kultivednich médiich poufivanych na kultivaci mikro-
skopickych hub (Czupek-Doxdv agar, sladinovy agar, agar s
slulcdzou a kvasnitnym extraltem apod.). Fri 28°C dosahuji
kolonie pri linedrnim ristu na Czapek—Doxbvém agaru v priméru
4,3 cm za 72 hodin, na sladinovém agaru (3°Bg) 3,1 cm. Na

Czarek-Loxovém uguru jsou kolonie ploché, nizké, zpoddtku tvore—

s

¢ bilym vzdusnym myceliem. Pri sporulaci se zbarvuji od stre—
w ze Zluté na svéetle a¥ tmavohnédo, na sladinovém agaru tma-
volmedo a¥ ernc. Kolonie jc na spodni strand radidlnd zvris—
nend, Yluto ternd. K hojné sporulaci na ccld kolonii dochézi
na 6 oi 7 Gen, v té cobé se tvori nu kolonii jermé sekundirnd
mycelivg, byérd joou tmave rigmentované, na rovrchu vyrhstuji jem—
né vyénélly. Lonidiofdry jsou 1 a’ 2 mm vysokd, votiina fruk-
tifikeatlch strultur md honidiofdr vysoky 1,5 mm. Sifka koni-
dioToru je v roluadru 1u,9/um konicdidInd hlove md v prémeéru
230/um. rlmérnd velilost konfdid je g,2/um, jejich visbilita
Jo velui Cobrd. Zivotascroynost spdér 1ii dlounodobdm skladovand
v susienzi o alkdivaim vhldem, v parafinovém oleji ¢i v lyofili~
zoveném gtuvu Je velmi dobra.

imen Aspergillus niger, nutant U=, je mo¥né vyu¥it na
vysoce efektivni fermentatni priyravu kyseliny glul:dnové,
oluidno- & =lakténu, gluidno- & -lekténu $i glukondtovych soli,
kteréd moji €iroké spektrum vyuiiti (nupr. farmaceuticky,
potravinirsky, chemickj primysl). Vyndlez ilustruje ndsledujicii
Yiklady provedeni, jimi¥ se v8ak rozsah vyndlezu v #4dném

Seru neomezuje.
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e voéni suspenzi syér asperzillus nizer v koncentraci
10° s1ér/ml s plidavkem 1 i (objen/objem) Tweenu 60 se phsobi
3f—;a roky ze zdroje 6000 1o dobu 20 aZ 3C minut. Susrenze se
Lotom rozleje nu sludinovy ugur u ncché se vysporulovat v teriiou-—
tute phi 25830°C. I tulto vysporulovand kultury se prirravi
susrenze syér v 0,9 i ciloddu sodnédio, terd ce Fedi tak, aby
PO rozliti 1w sglocddnovy agar vyrostly za 244 dny jednotlivé

kolonie kultury nikroorganicmu, které se hodnoti fermentulnimi

zkoutkami -na jrodukei kyseliny lukonove i na zvilenou odolnost
e 7’ . B ’ ’ . - -
vici solim kyseliny jlukonové. Tukto byl vybrém krmen Asper;ilius

niger, mutant II'=xI.

Fripravi se 2,5 1 kultiveduilo média, Xterd ovschuje v 1 litru
2005 slukézy, ©,39g Lydrogenfosforednanu emonndho, C,19g Cily dro-
genfosforelnanu draselndého a 0,16g hertahydritu sirenu Lorednutiého.
wterilni kultivadni wdédium se v 5 1 fermentoru zuoikuje sndrani
aSrergillus niger, wutant L-II na konceutruci spdr 0,5—1.100/ml
a kultivuje se yri teyloteé 30° C, za nichdni 17i 350 otédilxich za

cinutu a ze vzduineni 1,2 objemu vzduchu n2 1.objem fermentadni-

v

ho média zu minutu. V pribéhu fermentace je pE mdédia ulrifovino
rTidavken 48 3 (hmotnost/objer.) roztoku hydrozicdu sodndho na
liodnote 6,5. Glukdza b, la v produlrdni fizi trensforuovéna na ky-
selinu slukduovou v, chlosti 1,3-i,4 ,o (huotnost/objem) shukdzy za
1 hodinu, prideni¥ moxinilind Loncentrace biomasy uneirfevyiuje nodno-
ty 0,95 sucké vély mycélia na 1 litr fermeantodnihio mddia. 1édium
ro fermentaci obeahmje vice nci 233 _lulenitu sodnédlo na 1 litr,
coZ je 96 y teoretické hodnmoty. Cellevd dobu feiuwmeitace je

muzisn line 29 hodin.
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Izolovany kmen mé tu vlesinost, e jelo mycelium TO 0GGO—
leni od fermentainiko nddia je mo¥né rToulit nékolikridt zo sebou
na fermentadéni piijravu k,seliny slukdnové, iin? se ufetii doba
potPebnd na rést mycelia. IFipravi se 170 g sluldzy v 1 litru
a tento sterilni roztol se v 5 1 fermentadni nddobe, obsalmjicd
2,5 1 tohoto roztoku smichd s myceliem, Lterd se zicldh  sora-

raci z fermeantadniho nédiu po skondeni fermcrotece, vorsond
v prikladu 2. Todninky fermentuce jsou stoind, jiio v riillude

2. Cellkovd doba fermentuce je 13 holin & ziske ce 20C o 1w .ond-

tu gocndho, coi je 9T » teoreticlé holnoty.

PREDMET VYNLLEZU

Kmen mikroorganismu Aspergillus niger CCM 80C4, produkujici

kyselinu glukonovou.
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