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(54) Nevy kmen houby Aspergillus niger CCM-F-749

1 2

Reseni se tykéd priimyslového kmene (mu-
tanty) houby druhu (species} Aspergillus ni-
ger van Thieghem CCM-F-749 s vysokou bio-
chemickou aktivitou, ktery je schopen zkva-
Sovat melasové substrdty pFipravené b&Zny-
mi postupy s vytéZkem Kkyseliny citrénové,
ktery prevySuje produkci kyseliny citréono-
vé pii pouZiti dosud uZivanych kmend. Mi-
mo to je schopen s nesniZenou aktivitou
zkvadovat i vy3Si vrstvy a koncentrace kvas-
ného meédia a z produkovanych kvasnych
louhtt, ziskanych z kvasného procesu za
pouZiti nového kmene, lze ziskat hotovy
produkt vy$8i kvality a ¢&istoty. Produkéni
mycelium nového kmene jevi pfi primyslové
aplikaci vy3Si odolnost proti napadeni in-
fek&ni parazitickou houbou rodu Penicillium.

245107




245107

3

Vynélez se tykd primyslového kmene (mu-
tanty) houby druhu (species] Aspergillus
niger van Thieghem s vysokou biochemickou
aktivitou, ktery je schopen zkvaSovat me-
lasové substraty pfipravené b&Znymi postu-
py s vytéZzkem kyseliny citrénové, ktery pfe-
vySuje produkci kyseliny citrénové p¥i po-
uZiti dosud uZivanych kmend. Mimo to je
schopen s nesniZenou aktivitou zkvaSovat
i vy88i vrstvy a koncentrace kvasného mé-
dia a z produkovanych kvasnych louhi, zis-
kanych z kvasného procesu za pouZiti no-
vého kmene, Ize ziskat hotovy produkt vys-
81 kvality a ¢istoty. Produk&ni mycelium no-
vého kmene jevi p¥i primyslové aplikaci
vy$8i odolnost proti napadeni infek&ni pa-
razitickou houbou rodu Penicillium.

Novy kmen produkuje vedle kyseliny ci-
trénové i malé mnoZstvi kyseliny oxalové
v rozmezi 0 aZ 15 % hmot. na vytvofenou
kyselinu citrénovou. -

Vedlej$§i tvorbu kyseliny oralové moZno
ovlivnit pFipravou a sloZenim kvasného mé-
dia tak, aby pfi zachovdni maximalni pro-
dukce kyseliny citronové byla vedlejsi tvor-
ba omezena na nezbytné minimum, eventu-
&4lné zcela potladena.

Kmeny Aspergillus niger, které se pouZi-
vaji pifi vyrob& kyseliny citronové kvasnou
cestou, jsou hodnoceny predevdim z hledis-
ka jejich produktivity, tj. intenzity pFemény
nasazené cukerné sloZky média na Zadany
metabolit — Kkyselinu citrénovou. DalSim
pFedpokladem uspé&Sného vyuZiti zvoleného
kmene je moZnost ziskdni potfebného mnoZz-
stvi otkovaciho materidlu, tedy dostatetna
produkce konidii pri kultivaci kmene na
vhodné sporulaéni pfidé.

Mezi pramyslové vyuZivanymi kmeny jsou
vyznacéné rozdily nejen v intenzité probiha-
jicich biologickych procest (rychlost kli-
deni, tvorba a charakter mycelidrni hmoty,
metabolickd pfeména cukerné sloZky, tvor-
ba vedlejSich kyselin), ale produktivnost
kmenti je také vyrazné ovliviiovdna vlast-
nostmi a sloZenim produkéniho média, coZ
se projevuje zvlasté u kment, které se po-
uZivaji pro kvasné zpracovani melasového
cukru.

Je znamo, Ze u melas se projevuji znatné
rozdily jejich vhodnosti pro pFipravu pro-
dukéniho média k vyrobé kyseliny citrénove,
coZ je dano vlivem jejich sloZeni a souvisi
s rozdilnym obsahem stimuldtort nebo in-
hibitori citronového kvaSeni. Rozhodujici
je i zplisob pFipravy kvasného média, kdy
vhodny technologicky provozni postup za-
ruti maximédlni produkci kyseliny citrono-
vé, odpovidajici moZnostem pouZitého kme-
ne.

Obecnd 1ze soudit, Ze kmeny, které vedle
kyseliny citrénové tvofi i vedlejSi kyseliny
(oxalovd, glukonovd), jsou méné& vhodné a
mohou plisobit potiZe p¥i dalsim zpracovani
kvasnych louhdl na hotovy produkt. Rozho-
dujici ale pro posouzeni vhodnosti kmene
je kritérium produkce Kkyseliny citrénové,
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Pokud jeden kmen s vedlejSi tvorbou cizich
kyselin pfevySuje produkci kmen druhy, kte-
ry sice vedlejSi kyseliny netvofi, ale mnoZ-
stvi a vytéZnost je niZsi, voli vyrobce v zé-
sadé& kmen zarufujici vy33i vyrobu kyseliny
citrénové a upravenou technologii eliminu-
je nezadouci ohsah cizich kyselin v prokva-
Seném substrdatu v pribéhu jeho zpracovani.

Dosud pouZivany nejlepsi produkéni kmen
L-1 tvo¥i na melasdch zpracovanych pro-
voznim technologickym postupem 60 aZ 70
procent hmot. kyseliny citrénové (podle kva-
lity. zpracovdvané melasy) pofitdno na na-
sazeny cukr. ProdlouZenim doby kvaSeni ne-
ni schopen efektivn& bez vyrazného sniZeni
vytéZznosti prokvasit vy$8i vrstvu kvasného
média neZ 9 cm.

Novy produkéni kmen U 47 byl ziskan
mutagennim ptsobenim UV své&tla na paren-
talni kmen H 16. Ziskand mutanta N 47
se 1i81 od parentdlniho kmene H 16 v né-
sledujicich fyziologickych vlastnostech:

a) Y% vytéZku kyseliny citrénové z poku-
sit s melasovym substrdtem (rozptyl vytsz-
nosti podle druhu melasy):

H 16 60 aZ 70 % hmot. KC na nasazeny cukr
U 47 85 aZ 90 % hmot. KC na nasazeny cukr

b) tvorba kyseliny oxalové (% hmotnosti
na vytvoienou kyselinu citrénovou):

H 16 15 a¥ 20 % hmot.
U 47 3 a7 8 9% hmot.

¢) hmotnost mycelia bez vyraznéjsiho roz-
dilu, mycelium kmene U 47 jevi vysokou
odolnost proti infekéni houb& Penicillium,

d) uvedené parametry jasng prokazuji
rozdilnost ve fyziologickych projevech zis-
kané mutanty, které jsou vyhodn&jSi pro
provozni vyuZiti tohoto kmene ve vyrobé&
kyseliny citrénové, predeviim zvy3enou vy-
t8Znosti kyseliny citrénové a potlagenim
vedlejsi tvorby kyseliny oxalové na pFija-
telnou aroveii.

Pro péstovani kmene U 47 se osvédCila
glycerinovd sporulaéni piida tohoto sloZeni:
125 g glycerinu, 45 g sladového extraktu,
15 g NaCl, 0,5 g NH4NOs, 0,06 g MgSO4 agq,
0,0015 CuSO4 aq a 30 g agaru na 1 litr pidy.
Po 8 dnech rastu na této plidé p¥i kultivatni
teplotd 32°C kmen U 47 vytvari souvisly
sporulujici porlist kultury s délkou konidio-
fortt 2 aZ 3 mm, konididlni hlavice stfedng
velkd, tmavé zbarvend. Po celém obvodu
jsou tvofeny primarni sterigmata o délce 20
az 30 ym a od t¥etiho dne doch&zi na krat-
§ich (6 aZ 10 um) sekundarnich sterigma-
tech k tvorbé fetézcli konidii, které jsou ku-
lovitého tvaru o priméru 3 aZ 4 um, hlad-
ké, tmavé hnédé barvy aZ ferné barvy.

Po pétidenni kultivaci (32°C) mna stejné
ptdé se vytvaii obfi kolonie o primé&ru 60
aZ 65 mm s nesporulujici okrajovou zénou
3 a%Z 5 mm,
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Parentdini kmen H 16 za stejnych pod-

minek vytvdri del§i konidiofory 3 a7 4 mm,
primarni a sekundérni sterigmata jsou bez
rozdilt proti U 47, vyvoj Fetézcd konidii ve-
likosti 3 aZ 4 um je bohatsi, barva konidif
je tmavohné&d4a. StarSi kultury (od 8. dne)
na rozdil od U 47 jevi sklon k vytvéafeni ste-
rilnich druhotnych hyf (Sedivéni kultury).

ObFi kolonie u kmene H 16 dosahuje
vzhledovych a rozmérovych parametrt U 47
0 20 aZ 24 hodin d¥ive.

Kmen U 47 nevyZaduje specidlni pFipravu
kvasného melasového média a k jeho apli-
kaci lze pouZit b&Zn& pouZivanych techno-
logickych postupil p¥ipravy (2, 3, 4, 5). Pro

Laboratorni podminky kva$eni
kyselina oxalové/
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kmen U 47 se osvédgila sporulaéni glyceri-
nové piida, pouZivand pro soudasny provoz-
ni kmen L-1.

VS8eobecn& pouZivand praxe je srovndvat
ziskany novy kmen bud s parenterdlnim
kmenem, ze kterého byl ziskdn, pro provoz-
ni aplikaci a vyuZiti je vhodné&jS$i srovnani
s dosud pouZivanym kmenem ve vyrobé.

Novy kmen U 47 pired¢i produkei kyseliny
citronové jak soufasny provozni kmen L-1
{0 10 aZ 15 % hmot. vyt&Znosti), tak paren-
talni kmen H 16 za soudasného sniZeni
vedlej8i tvorby kyseliny oxalové. Prednosti
kmene U 47 vyplyvaji z nédsledujici tabulky
¢islo 1.

Provozni podminky kvaSeni
kyselina oxalova/

Kmen vytéZek KC /kyselina citronovéa vytéZek KC /kyselina citrénova
(% hmot.) {% hmot.) (% hmot.) (% hmot.)

L-1 70,2 0 68,3 0

H-16 65,0 6,4 61,9 17,1

U 47 89,3 2,7 82,8 8,1

MnoZstvi vytvoirené kyseliny oxalové moZ-
no ovlivait sloZenim kvasného média, napf.
zmeénou davky Kkyseliny fosforeéné, hexa-
kyanoZeleznatanu draselného nebo zménou
v postupu pfripravy melasového média.
Kmen pracuje spolehlivé v rozmezi pii sub-
stratu 6 aZ 7 a Sirokém rozmezi ddvek he-
xakyanoZeleznatanu draselného.

Novy kmen je schopen prokvasit melaso-
vy substrdt s obsahem 14 % hmot. cukru

a) VytéZnost Kkyseliny citréonové v % hmot.

XMz

ve vy88i vy3ce neZ obvyklych 9 cm, s vySsi
efektivnosti neZ souasn& pouZivany kmen
L-1. Vedle této schopnosti se jevi i jako
vhodné&jsi pro zkvaSovdni substrati s vyssi
koncentraci cukru, neZ je obvyklych 14 %
hmot.

Vlastnost nového kmene v priibéhu stejné
doby kvasSeni (9 dnd) zkvaSovat vyS$Si vrst-
vy melasového substratu vyplyva z vysled-
ki uvedenych v tabulce & 2.

Vyska substratu (cm) 10 11 12
kmen L-1 63,6 61,2 57.0 55,5
kmen U 47 751 74,2 68.0 66.0

b]) mnoZstvi vytvoFené kyseliny citrénové (g/m? za 1 den]

vySka substrdatu (cm) 10 11 12
kmen L-1 953 1023 1053 1110
kmen U 47 1126 1240 1257 1320

Na sporulacni padé (4) roste novy pro-
duk¢éni kmen U 47 pfii teplotd 32 aZ 35°C
velmi dobfe a po 8 aZ 9 dnech kultivace vy-
tvaFi husty koberec sporulujiciho mycelia
s bohatou tvorbou konidii, které 1ze snadno
mechanickym seSkrabdnim nebo odsatim
oddélit. Konidie lze konzervovat bud ve ste-
rilnim pisku, nebo ve vypraném sterilnim
karborafinu. V prib&hu réistu na zatatku
kultivace je$t&8 nesporulujici mladé myce-

lium je zbarveno Zlutym pigmentem, ktery
je secernovéan i do kultivaéni phdy.

Konidiofory kmene jsou 2 aZ 3 mm dlou-
hé, konididlni hlavice stfedné& velké, Serné.
Kulaté vesikle nesou paprskovitd po celém
obvodu primérni sterigmata o délce 20 a¥
30 wm, na krat$ich sekunddrnich sterigma-
tech (6 aZ 10 um) se vytvali retézce koni-
dii, které jsou kulovité, hladké, tmavé hné-
dé aZ Cerné, o priméru 3 aZ 4 um,
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Novy produk&ni kmen CCM-F-748 byl zis- duké&nich testech monosporickych kultur by-
k&n mutagennim plisobenim UV svétla v la ziskdna nejaktivn&jsi mutanta a oznaCena
dévce 20 000 arg/mm? na spory parentalni- jako kmen U 47.

ho kmene. Po provedenych selekcich a pro-
PREDMET VYNALEZU

Novy kmen Aspergillus niger van Thieghem CCM-F-749 vhodny pro primyslovou
produkci kyseliny citronove. :

Severografia, n. p., zdvod 7, Most Cena 2,40 Kés
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