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54 Produk&n{ kmen mikroorganismu Aspergillus niger

Vynélez se ty¥ké4 nového produkéniho kmene pro submersni vyrobu kyseliny citronové.

Citronovd kyselina se vyrébi prﬁmyalové.pomoci mikroorganismd jis vice neZ 50 let.
Spektrum jejtho pouZitf Je velmi Siroké, a to od farmaceutického primyslu a¥ po 1ehky a
chem;cky primysl. V posledni dobé se Jegi uplatnéni déle roz3irfuje; nebol 8e stdvéd zéklad-
ni surovinou pro vyrobu biologzcky degradovatelnych detergentd. ' '

Zatf{mco pro jejf aplikaci v chemickém a lehkém primyslu je zde mo¥nost jejf vjroby
pomoct kvasinek z n-alkénd (Ajinomoto Co., Japan: A fermentation process for the produc~
tion of citric acid. Angl.pat. 1,204.635, 1970), pro potravindfské a farmaceutické dlely
Je nutné, aby vychozi surovinou byl potravinédrsky nezévadny produkt, jako je nap#.sacharo~
sa&, V tomto p¥fpadd ame konverle sacharosy na citronovou kyselinu provddi pomoef{ plisnf,
pie#ééné kmed Aﬂpergillua niger (Jungbunzlauer Spiritus & Chem.Fabrik : Preparation of
citric adic. OE 293 313, pat. 1971, OE 296 194, pat. 1972). Klasicky fermentadaf poetup Je
A povrchové fermentace melasovych cukernych médif. Tento postup jo néro¥ny na éas fermen-

ta¥nf{ prostor i pracovnf s{ly, a proto se v soudasné dobé prosazu je okonomiétéjéi submers-
n{ zp&aob vyroby.

Submerani zpﬁsob vyroby vyznaduje se zejména moZnostf maehanizace, automatizace,

vyééf produktivitou préce a moZnostf standardizace podminky viroby, éehgi-nelze ‘doséhnout

196 002
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p¥i povrcﬁovém"gpﬁsobu.;rro submersnf vyrobn{ postup dosud nejsou k ﬁispozici vhodné vyso-
koprodukén{ kmeny plisnf. ‘

Predmétem vyndlesu je novy produkdn{ kmen mikroorganismu Aspergillus niger mutanta
NG 233 pro submersni vyrobu kyseliny citronové, uloZeny v mezinérodni sbirce mikroorga-
‘nismd pod &. CCF 1599. . :

Morfologické a fyiiolégické charakteristika produk&nfho kmene mikroorganismu

Aspergillua niger mutanta NG 233 (Thom.Ch.Raper, K.B. : A menual of the Aspergilli, Balti-
more, 1945). '

Dob¥e roste § sporuluje, barva spor a charakter ristu na sladinovém agaru podobné
jeko u mutanty 97 A. K dobré sporulaci dochézi obvykle 6.dne kultivace. Zivotnost,spor je
dobré. Na sporuladnim agaru s pivem tyoii za 4 dny 3 cm kolonie, aporulade hustd, Sernd,
ale pouze ve stfedu kolonif, okraje kolonii tvorf vyraszné bilé’szuéné mycelium ; spodn{
strana koloni{ je hledkd, ve stredu mirn¥ nafloutlé. Na Raulinové agaru jsou kolonie v
pf&lérd 3 cm tvofeny nizkym vzdﬁ!nym myceliem, vé,stfa@u #1{dké skoficovd zbarvend sporu-
lace, stired EElonii z obou stran citronové Zluty a zvrésnénj. Na Czapkovd ésaru jadu kolo=-
niq'v‘pramér& 3 cm velkéd, stifedy kolonif Jjsou bez apor, ale okfaje hust& skotficové sporu-
lujf, kolonie jsou hladké, spodn{ strana je svétle béZové a¥ bild.

Mikroskopicky vzhled : spory jsou chlupaté 4 = 5 NV priméru, konidiofory 0,6 - 0,8.
mm dlouhé, hlavice 0,06 mm. P¥i submersn{ kultivaci pPem¥nuje sacharosu {p#i 10~-20 % kon=~

centraei) z 65 -~ 75 % na kyaelipg citronovou.,

Kmen mikroorganisma Aspergillus nigér muﬁenta NG 233 byla ziskéna tak, %e se na.
suspenai protoplastd vychozfho kmsne‘mutanty 97 A plsobi N. ~ mﬂthyl.- N:nitrov--l\-nitro-
soguanidinem (NG). Kultivace hyf,\ze_ktOryeh byly protoplasty uvolﬁovény; a vlastn{ pi{~ A
prava protoplastd byly provédddny postupsm uvedenym v préci M. Musf{lkové, Z. Fencl (Folia
‘mierobiologica 13: 235 - 239, 1968). |

Plsoben{ NG bylo provedeno tak, ¥e suaspense protoplaifﬁ byla smichéna s NG v 0,05 -
vl tris-maleinovém pufru pH 6,0. Vyslednd koncentrace NH byla 1 mg/l ml, vy¥sledny polet
protoplastd 105/ ml. Inkubace probihalﬁ 8tyri»hodiny staciondrnd p¥i 30 °c za ob¥asného
michénf. Postup pﬁsobsﬁi NG je uvedén v préci.M;Huailkové, Z. Fencl, E.Ujcovd, L.Seichert
(Folia microbiolobica -23: 103-107, 1978 '

Poté'byla suspense rozlita na sladinovy agar v Petriho miskééh a ponCchéna vysporﬁ-
lovat pri teplotd 30 °C v termostatu. Z vygpoiulovanélkultury bylﬁ ptipravena suspense
éﬂor;‘které byla nefed&na tak,. .aby po &alatm rozlit{ n; slgﬂinovy agar vyrostly Jédnotlivé
iiolovanévkolonie. | |

Tyto kolonie byly-hodnoceny fermentainim testem z hlediska produkce kyseiiny eitro-
nové na rota¥ni t¥epa%ce a vybrédny nejlepS8f{ z nich. ' ‘

Hlavn{ vjhodou nové mutanty pripravené z protoplastd je zvy¥end schopnost produkovat
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citronovou kyselinu za submergnich podminek kultivace, kdy médium obsahuje 10 - 20 %

cukerného substrétu, pfifem# a¥ 65 - 75 % dodaného cukru je konvertovéno na citrénovou

kyselinu béhem 5 a% 7 dn{ fermentace.

PEEDMET VYINALEZU

Produkdn{ kmen mikroorganismu Aspergillus niger mutenta NG 233 CCF 1599 pro

submersni vy¥robu kyseliny citronové. #



OPRAV A

popisu vyndlezu k autorskému osvddieni &. 196 0QQ2

(51) Int.Cl? C 12 N 1/14

V popisu vyndlezu k vySe uvedenému autorskému osvdddent Jje v zdhlavi
uvedeno chybné PV, '

Soréavné mé byt:

(21) PV 7798-78

Urad pro vyndlezy a objevy
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