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Kyselina citronovd se vyrdbi zkvaSovanim cukernych
roztokdi pomoci houby Aspergillus niger bud klasickym
povrchovym zpisobem, nebo nové&jsim postupem submerz-
ni kultivace. Odli¥né zpisoby kultivace vyZaduji i odlis-
ny zpiisob ofkovéani fermentatniho média. PFi stacionarni
kultivaci se otkuje rozpra¥enim spor na povrch média
proudem sterilniho vzduchu, pFi submerzni kultivaci se
zafazuje pfed vlastni fermentaci zvla$tni stupeii pripravy
vegetativniho otkovaciho materidlu. Pro ziskani dosta-
te®ného mnoZstvi vegetativniho inokula pro velkoobje-
mové fermentory se tato prva faze dé&li na né&kolik po-
stupné se zv&tlujicich stupiifi, jak udava toto schéma:

vysporulovana 7 elfafz'vnf inokulum inokutum viastni
iriokulum v predock v otk im fermen-
kultura = v barikach = tanku — tanku tace

na tiepacce

Toto postupné prevadéni inokula do stale vétSich obje-
mié pfedstavuje asové dlouhy cyklus a zvyS$ené provoz-
ni ndklady. Krom& toho né&kolikandsobna vegetativni pa-
sa% skryva nebezpe&i, Ze by mohlo dojit k vyStépeni a
pomnoZeni mén& produk&ni varianty a tim ke sniZeni
vytézki.

Cilem této prdce bylo zjistit moZnost zkréceni féze
piipravy vegetativniho inokula pro fermentory. Praco-
vali jsme s kmenem Aspergillus niger S 59, popiip. A. n.
NG 233, pro fermentatni pokusy jsme pouZivali synte-
tické médium se sachar6zou jako zdrojem uhliku
(Sdnchez-Marroguin, 1970). Pfi pokusech jsme vychazeli
z vysporulované Kkultury na sladinovém agaru, kterou
jsme Kklitkou pFendseli do 50 ml inokulatniho media
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v 300 ml Erlenmeyerov§ch baiikdch a kultivovali 48 h na
rotadni t¥epa&ce (3,7 Hz, radius 25 mm). Laboratornim
inokulem jsme oc¢kovali inokula&ni pidu v 3 1 laborator-
nfm sklen&ném fermentoru s 1,51 média (600 obr., 750 ml
vzduchu/min) a po dal3ich 48 h jsme o&kovali inokulaé&ni
médium v 50 1 nerezocelovém tanku s 24 1 média (400
obr.,, 8 1 vzduchu). Timto inokulem bylo otkovdno mé-
dium pro vlastni fermentaci v 250 1 tanku (1521 média,
400 obr., 30 1 vzduchu).

Pro sniZeni podétu operacf jsme zkouSeli vypustit prvni
dva stupn& a ocCkovat inokulaéni tank pfimo sporami
A. niger, a to bud suspenzf spor, nebo sporami na nosi¢i
(Musilkovd aj. 1982). Suspenze spor byla prFipravena
smytim vysporulované kultury na agarové plidé pomoci
0,01 % tweenu 80 a tfepana na tfepadce, aby se jednot-
livé spory oddélily a aby se urychlilo kli¢eni spor ve
fermentoru. MnoZstvi spor po nao&kovani inokula&nf
piidy se pohybovalo mezi 5.10% — 1.107 spor/ml. Kvalitu
tohoto inokula jsme porovnali s inokulem pFipravenym
obvyklym zplisobem (tab. 1).

Z uvedengch vysledkd je zrejmé, Ze inokulum, které
rostlo v otkovacim tanku piimo ze spor, odpovidd kva-
litou inokulu ockovanému laboratornim vegetativnim
inokulem. Tento postup vSak lze pouZit maximé&ln& pro

Tab. 1. Vijtézky kyseliny citrénové po oCkovdni suspenzi
spor (v % na vneseny cukr)

Oznaceni kmene NG 233 S 59
Inokulum vegetativni 61,7 67,9
inokulum ockované sporami
(1. tank) 62,5 68,4
inokulum o¢kované sporami
(2. tank) 62,9 66,7

Tab. 2. Vytézky kyseliny citrénové pri ofkovdni sporami
A. niger S 59 na nosiéi (v % na vneseny cukr,
priimér 4 pokusi)

Vegetativni inokulum 68,5 %
Spory na prosu 69,2 %
Spory na kukufici 69,8 %
Spory na psenici 70,5 %

Tab. 3. Vliv rizného zpusobu oékovdni A. niger S 59 na
produkeci kyseliny citr6nové

Oc&kovéani suspenzi Oc¢kovani sporami
spor na nosici
Pokus 0 0
VytéZnost %| Susina |VytsZnost % Susina
na vneseny | mycelia | na vneseny mycelia
cukr g/100 ml cukr __g/100 ml
1 67,3 0,83 69,5 0,78
2 58,8 0,98 68,8 0,82
3 62,4 0,95 70,3 0,79
4 57,6 1,24 72,4 0,80
5 69,4 0,85 715 0,80
6 65,3 1,15 68,0 0,82
7 54,8 1,35 71,8 0,79
8 59,2 0,74 72,4 0,81
pri-
mér 61,8 1,01 70,6 0,80

Vhodnost tohoto zplisobu otkovani jsme ov&Fili i pro ™ ; !
. Osa x: tas (dny), osa y: a) suSina mycelia g/100 ml, b) cukr g/100
& ml, ¢) mnoZstvi Kkyseliny citronové v

kmen A. niger NG 233.

poloprovozni tanky, k ofkovédni inokulaéniho tanku pro
velkoojemové fermentory by bylo tfeba velkého mnoZstvi
vysporulovangch kultur.

Inokulum pro velké objemy v jediném stupni jsme
pripravovali tak, Ze k ofkovani inokula¢niho tanku jsme
pouZili spory produké&éni houby na nosi¢i. Jako nosi¢ jsme
pouZivali semena, zejména obilovin, kterd jsme povatfili,
vysterilovali a o€kovali suspenzi spor A. niger. Béhem
inkubace v termostatu obrostla houba jednotlivd zrna a
vytvofila velké mnoZstvi spor na celém povrchu zrn.
Zkou3eli jsme hlavng 3 druhy obili: proso, pSenici a ku-
kufici. Vgsledky udava tab. 2.

Z tohoto porovnéni vyplyva, Ze pri ofkovani sporami
na zrnech rdzngch druhl obili jsme ziskali prakticky
totoZné vysledky. Z praktickych diivodd jsme pro dal3i
préaci zvolili pSenici, kterd md4 men$i zrna neZ kukufice
a tim i v&tSi povrch pro sporulaci. U prosa, které by se
zddlo z hlediska povrchu nejvhodné&jsi, srlistala b&hem
kultivace zrna ve shluky, takZe se tato vyhoda ztrécela.
K o¢kovéni 24 1 média (pro ofkovani 250 1 fermentoru)
statil obsah 50 ml Erlenmeyerovy batiky, tj. 15 ml vyspo-
rulovanych zrn. Pfi kultivaci se spory postupné& uvoliio-
valy ze zrn a neusazovaly se na sténach fermentoru, jak
tomu bylo nékdy pfi pouZiti suspenze spor. Inokulum
oCkované sporami na zrnech rostlo velmi homogenné ve
formé& malgch pravidelnych lehce sbalenych pelet a jed-
notlivgch vldken, zatimco p¥i ofkovani suspenzi spor
nebo vegetativhim inokulem byly pelety nehomogennf,
rizné velké. Pribéh ristu kultury a tvorby kyseliny
citronové ve fermentoru o obsahu 250 1 p¥i pouZiti spor
A. niger S 59 na p3enici udava graf 1.

PouZiti spor na nosi¢i mé&lo fadu vyhod. Inokula&ni
faze se zkrétila na jeden stupeii, zkréatila se i délka kul-
tivace inokula (z 48 na 42 h), v disledku zlepSené kva-
lity inokula bylo mo¥né sniZit jeho mnoZstvi (z 5% na
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Graf 1.Tvorba kyseliny citronové kmenem A. niger S 59
pri pouZiti spor na nosiéi
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Tab. 4. Vytézky kyseliny citrénové pri oCkovdni riizné
stargmi sporami A. niger S 59 na nosiéi

Rok pripravy| OznaCc. VytéZky kyseliny citr6nové
spor baiiky (% na vneseny cukr)
1983 1 68,4
1983 2 69,1
1982 1 70,5
1982 2 68,8
1981 1 69,3
1981 2 67,9
1980 1 70,7
1980 2 68,3
1979 1 66,9
1979 2 67,8
1978 1 69,6

2—39%) a dosahlo se standardnich vytéZka jednotliv§ch
SarZi (tab. 3).

Spory A. niger S 59 na pSenici jsme pouZili i pro p¥i-
pravu inokula pro 50001 fermentor. Inokula¢ni tank
obsahoval 300 1 média a byl ofkovdn 120 ml vysporulo-
vangch zrn pSenice (dvé 250 ml Erlenmeyerovy baiiky
s 60 ml zrn).

V priibghu pokust se ukézalo, Ze kultury A. niger S 59
i NG 233 vysporulované na pSenici lze pfi uloZeni pfi
5°C pouZivat k ofkovédni po velmi dlouhou dobu, aniZ
by do$lo ke ztrdté kliivosti nebo sniZeni tvorby Kkyse-
liny citronové. Provedli jsme porovndni se sporami
A. niger S 59 na pSenici pfipravenymi v r. 1978—1983,
pfiemZ jsme pouZili vZdy dvé kultury z kaZdého roku.
Pokus ukézal, Ze spory z r. 1979 kli€¢ily pomaleji a z r.
1978 vykli¢ily uZ jen z jedné ze zkouSenych konzerv.
Pokud se tyfe produkce kyseliny citronové, lze fici, Ze
— pokud spory byly schopny rastu — vytéZky kyseliny
citronové (testovdno na tifepac€ce) se nesniZovaly ani po
pétiletém skladovédni spor na obilnych zrnech (fab. 4).

Zavérem téchto pokusid lze Fici, Ze se podarilo vyfesit
vhodny zplGsob ofkovdni A. niger pro submerzni vyrobu

kyseliny citronové a podstatné zkratit fermentalni
cyklus pfipravou vegetativniho inokula v jediném stupni.
Sporovy materidl pfipraveny timto zplisobem je moZno
i dlouhodobé& skladovat pri +5 °C.
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