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Jednim ze zdkladnich pfedpokladd pro tspé&snou vyro-
bu kyseliny citrénové je izolace vysokovytéZkového pro-
dukéniho kmene. I kdyZ vyroba kyseliny citrénové patfi
mezi prvni moderni fermenta&ni postupy vibec, intenziv-
ni $lecht&ni produkénich kment zatalo aZ v dobg&, kdy
byly vypracovdny metody pro ziskdni kmend produkuji-
cich velkd mnoZstvi antibiotik.

Cilenému 3lecht®éni kmenu je na zédvadu, Ze pfes dlou-
hodobé studium neni dosud definitivhé vyreSeno, co je
pficinou vysokého hromadéni Kkyseliny citrénové. Z fady
teorii se nejdast&ji uvadi inhibice enzym® akonitdsy a
dehydrogenésy kyseliny isocitronové (Ramakrishnan aj.,
1955) nebo dehydrogendsy kyseliny 2-ketoglutarové (Ku-
bicek a Rohr, 1978). Pfes n&které nevyjasnéné otdzky se
v3ak podafilo zna¢né& zvy§sit biosyntetickou aktivitu pro-
duk&nich kmeni Aspergillus niger, a to zdsluhou hlavné
mutagennich faktort (Das a Nandi, 1972, Tavares a de
Azevedo, 1974). Pokusy vyuZit parasexudlniho cyklu byly
jen ojedin&lé a nepfinesly prakticky vy§znamné vysledky
(Ilczuk, 1971).

Pro vyrobu kyseliny citr6nové se doposud vétSincu po-
uZivd ptvodni postup povrchového kvaSeni, avSak v mno-
ha zahrani¢nich zdvodech se zavadi moderni postup sub-
mersni fermentace.: Pro tento zplsob je treba izolovat

nové produkéni kmeny, protoZe kmeny vyS$lechténé pro
povrchovy zpisob kultivace vykazuji nizkou produkci,
jsou-li kultivovdny submersné. Podobné tomu bylo i v na-
Sich zaate¢nich pokusech, kdy jsme p¥i srovnéni aktivity
kmend A. niger, hromadicich 50—60 % kyseliny citrénové
pfi povrchové kultivaci, dosdhli jen 20—25 % pFi sub-
mersni kultivaci na rotaéni tfepadce. Oprava kultivaénich
pedminek a sloZeni média zvy$ila vyt&Zky u nejlepSiho
kmene A. niger K 10 na 35—40 % (podminky kultivace
a stanoveni kyseliny citronové uvedeny v praci Musilko-
vé aj., 1978).

Za t&chto okolnosti jedingm moZnym postupem pro
zvySeni vytdZkd bylo ziskdni vhodného produk&niho kme-
ne vysoce aktivniho za submersnich podminek. ProtoZe
podle uvedengch literdrnich ddaji nejvétsi nad&ji na zis-
kéni vysokovytéZkovych kment ma aplikace mutagennich
faktordi, zam#&Fili jsme naSe pokusy timto smérem. Podro-
bili jsme plisobeni mutagend kmen A. niger K 10, ktery
se v predb&Zném vybéru ukézal jako relativn& nejlepsi.
Z mutagend jsme v prvni Fad® pouZivali UV svétlo. Jeho
zdrojem byla germicidni lampa Philips, kterou jsme oza-
Fovali suspensi spor A. niger ze vzdéalenosti 25 cm. Inten-
zita zafeni byla za uvedenych podminek 5,9 J/m?/s. Vliv
UV na spory A. niger se projevoval velmi silng: po tFiceti
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sekund4ch piusobeni UV preZivalo pfiblizng jen 10%
spor, po 1 min asi 1 %, po 2 min 0,1 %, po 3 min méng
neZ 0,01 %. Po 5 min ozafovdni pfeZivaly jen zcela oje-
din&lé spory. P¥i sledovani schopnosti izoldtd hromadit
kyselinu citréonovou bghem kultivace na rota¢ni tfepacce
jsme zjistili, Ze zatimco u izolatl ziskanych bez plisobeni
mutagenu se produkce pohybovala vé&tSinou mezi 50 aZ
110 % neselektovaného kmene, po piisobeni UV svétla
byla nalezena Fada izolatd s produkci podstatné& niZ3i, ale
i nékolik s produkci nad 110 %. Zajimavé bylo, Ze jsme
nenasli ani jeden izolat, kter§ by vibec nehromadil ky-
selinu citronovou. V&tSina izolatd méla plvodni Eernou
barvu spor, jen v ojedinélych piipadech do3lo ke zméné
barvy.

Z chemickych mutagenti jsme pouZivali ethylmethan
sulfonét (EMS), N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin
(MNG) a N-ethyl-N-nitrosomo&ovinu (ENU). EMS jsme
pouZivali v koncentraci 0,15 M v 0,1 M fosfdtovém pufru
(pH 7,0), MNG v koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M tris-malei-
novém pufru (pH 6,0), EMU v koncentraci 25 mg/ml
v 0,1 M citrat-fosfadtovém pufru (pH 4,0). Porovnani vli-
vu t&chto chemickych mutagend na pfeZivdni spor A.
niger je uvedeno na grafu 1.
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Obr.1.Vliv chemickijch mutageni na preZivdni
A. niger

spor

Z graju 1 vyplyva, Ze za uvedenych podminek nejrych-
leji ptisobil na spory A. niger MNG. Porovnéani s piisobe-
nim UV svétla ukazuje, Ze plisobeni UV po dobu 1 min méa
tentyZ G&inek jako plisobeni MNG po dobu 2 h nebo pi-
sobeni EMS po dobu 5h. U ENU ani po 6 h piisobeni ne-
klesl pocet spor pod 10 %. P¥i testovani produkce kyse-
liny citrénové u jednotlivgch izoldtd bylo zjiSténo, Ze
izolaty s produkci nad 110 % byly nalezeny jén‘po piso-
beni MNG a EMS, a to pfevadZné& v pokusech, kde pfeZiva-
lo maximélng 1 % spor.

VysokovytéZkové kmeny nebyly ziskdny jedinym zésa-
hem mutagenu, ale bylo tFfeba plisobeni mutagent
opakovat. Pokusy probihaly tak, Ze po opakovaném fer-
mentaénim ochodnoceni pfribliZné 150 izolatd byl vybran

nejlep3f z nich a ten podroben pasivni selekci bez piiso-
beni mutagenu. Izol4at s nejvy33i stabilni produkci kyseli-
ny citrénové byl znovu podroben plisobeni bud téhoZ
nebo jiného mutagenu. Timto zplisobem byly izolovany
mutanty s postupné se zvy3ujici produkci kyseliny citré-
nové. Schéma postupu izolace n&kterych vysokov§t&Zko-
vych mutantd je uvedeno na grafu 2.
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Obr. 2. Postup izolace vysokovytézkovych mutanti
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Obr. 3. Casovy prubéh biosyntézy kyseliny citrénové u mu-
tanti A. niger

Jak z grafu 2 vyplyva, podafilo se timto postupem
zvySit za laboratornich podminek vyt&Zek kyseliny citré-
nové z pivodnich 35—40 % aZ na 70—80 % (po&itdno na
vneseny cukr). Casovy priibéh biosyntézy kyseliny citré-
nové u tfi mutantd izolovangch po pisobeni mutagend je
uveden na obr. 3. Mutant vznikl§ po pisobeni UV svétla
vykazoval vytéZky pfibliZng o 60 % vy33i neZ pilvodni
kmen, mutant po postupném ptisobenf UV a EMS a mu- -
tant po postupném piéisobeni UV a MNG témé&F o 100 %,
pficemZ u mutantu vzniklého po plisobeni UV a MNG
bylo vysoké produkce dosaZeno v krat$im €asovém inter- ?
valu. Uvedené mutanty mély &erné spory, ale podafilo se
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izolovat i vysokoproduk&éni mutant se skoficové zbarve-
nymi sporami. ZvySeni vytéZka kyseliny citrénové u mu-
tantl bylo trvalé.

‘Na zdklad& uvedenych vysledkd lze souhrnem Fici, e
pri izolaci-kmenidi A. niger, produkujicich zna¢né mnoZ-
stvi kyseliny citrénové za submerznich podminek se
osvédCil postup mutageneze. Nejlep$i produkéni kmeny
byly ziskdny po opakovaném plisobeni mutagenii. Vysoké
vytéZky byly ovéfeny fermentaceml ]ak v laboratornich,
tak poloprovoznich tancich.
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Né&kolikandsobnym postupnym plisobenim mutageni na
kmen Aspergillus niger K 10 se podafilo ziskat mutanty,
které tvofily béhem submersni kultivace aZ o 100 % vice
kyseliny citrénové ne# vychozi kmen:
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HUsmeHenusi GHOCHHTETHUECKOH AKTHBHOCTM mTaMMa Asper-
gillus niger Haj JeficTBHEM NOBTOPHOTO NPHMEHEHHS My-
rareHoB. Ksac. mpym. 29. 1983, Ne 10, ctp. 230,—232.

ITocie MHOrOKpPaTHOro MNOCJ€I0BATENBHOTO BJHSIHHS MY-
TareHoB Ha wramMm Aspergillus niger K 10 ymajioch mOJ-
YYHTb TaKHe MYTaHThl, KOTODhle B TedeHHe INIYGHHHOTO
KyJbTHBHDOBaHHsI 00pPa3oBajH JHMOHHYIO KHCJOTY B KOJH-
uecTBe mpesbiliaiomleM 100 % ko.amuecTBO, 06pasoBaHHOE
NepBOHAYaJbHBIM IITAMMOM.
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Changes in Biosynthetic Activity of Aspergillus niger Due
to Repeated Treatment with Mutagens. Kvas. pram. 29,
1983, No. 10, pp. 230—232.

The mutants producing about 100 % more of citric acid
than the original strain Aspergillus niger K 10 under sub-
merged cultivation conditions were obtained by  the
repeated action of the mutagens.

Musilkova, M. - Ujcova, E. - Seichert, L. Krumphanzl, V.:
Anderungen der bicsynthetischen Aktivitit von Asper-
gillus niger unter Einwirkung der wiederholten Applika-
tion von Mutagenen Kvas. priim. 29, 1983, No. 10, S.
230—232.

Die Mutanten, welche in der Submerskultur bis um
100 % mehr Zitronenséure als der Ausgangsstamm Asper-
gillus niger K 10 bilden, wurden durch die wiederholte
Wirkung der Mutagene gewonnen.



