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Kmen mikroorganismu Penicillium oxalicum var. Armeniaca a jeho pouZiti

Oblast techniky

Vynélez se tyka nového kmene plisné s vlastnosti produkovat ervené barvivo, které mize byt
pouzito jako barvivo v potravinafském a kosmetickém priimysiu.

Dosavadni stav techniky

V potravinaiském a kosmetickém primyslu existuje potfeba barviv, dobfe rozpustnych v kompo-
nentéach pfisludnych produktd, jejichZ barevnost nevykazuje bathochromicitu a je stala pti vateni.

Pti péstovani kultury popisovaného kmene, nélezejiciho k druhu Penicillium oxalicum, v Zivném
prostfedi - jak v tekutém, tak ivtuhém - byla pozorovéina jiz druhy den inkubace zesilena
syntéza &erveného barviva, které se vyluuje do prostiedi. VytéZznost vy€ist€ného Eerveného
barviva &ini 1,5 az 2 g z 1 litru Zivného prostredi.

Podstata vynalezu

Ptedmétem vynalezu je kmen Penicillium oxalicum var. Armeniaca CCM 8242, produkujici
cervené barvivo.

Kmen byl uloZen dne 19.3.1998 v mezinarodnim uklddacim mist¢ CCM Ceska sbirka mikro-
organismli Masarykovy univerzity, Tvrdého 14, 602 00 Bmno, pod pfiristkovym &islem CCM
8242.

Tento kmen tvoii kratké konidiofory o rozmérech 60 az 70 krat 5 az 6 um. V kazdé laté (broom-
stick) je od 2 do 7 konidii. Konidie jsou kulaté o priméru 15 az 20 um, s hladkym povrchem
Zlutozlaté barvy a lehce se rozpadaji pti mikroskopovéni.

V Czapkové mineralnim prostfedi tvofi kmen normélné rostouci kolonie, které dosahuji tfeti den
inkubace 2 az 2,5 cm a paty aZ Sesty den az 4,5 cm. Kolonie jsou nezvrasnéné, sametové, hyfy
jsou kratké, sporulujici, s kiehkym povrchem a vydrolujici se. Pfi protfepavéni nadoby se zralou
kulturou je pro konidie charakteristické, Ze opadavaji v mase. Zondlnost se neprojevuje.
Podhoubi (mycelium) je kratké, ma svétle zelenou barvu, kterd se méni s rustem kultury na
tmavé zelenou. Bily prouZek rostouciho okraje kolonie dosahuje 3itky 1 aZz 2 mm. Obracena
strana kolonie ziskava &ervenou barvu, ktera s ristem kultury zesili a difunduje do agaru, ktery
se intenzivné zbarvuje do vyrazné Cervené barvy.

Ve sladinovém agaru jako organickém prostfedi jsou kolonie velké, skritkym vzduSnym
podhoubim, obarvenym na zeleno. Pfi riistu kmene se neprojevuje biosyntéza Eervené barvy
nebo se produkuje slab¢.

V organickém prostiedi, které tvofi zelny odvar-agar nebo bramborovy odvar-agar, se tvofi
rychle rostouci kolonie o primé&ru 5 az 7 cm. Podhoubi je kiehké, zelené. Vyskytuje se zesilena
tvorba konidii Zlutozlaté barvy. S ristem kultury obricend strana kolonie ziskava Cervené
zbarveni a barvivo difunduje do agaru, ktery se intenzivné zbarvuje do tmavé ervené barvy.

Pigmentace na obricené strané kolonie za¢ina jiz druhy den inkubace kmene a dosahuje maxima
u sedmidenni kultury. Pfi hodnot& pH prostfedi niz$i nez 3 a vy33i neZ 9 pfi normalnim ristu
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kultury se zastavuje biosyntéza &erveného barviva nebo se produkuje slab&. Optimalni hodnota
pH pro produkovani &erveného barviva &ini 5,6 aZ 6,2. Pach ani exudit se neprojevuje.

Kmen silné hydrolyzuje $krob, nefedi elatinu, nepeptonizuje miéko.
Pohlcuje organicky dusik ve formé aminokyselin asparaginu, valinu, serinu a tyrosinu.

Vybornym zdrojem sacharidové vyzivy jsou L~(+)-malt6za, L-(+)-arabinéza, D-(+)-sorbit a D-
(+)-mannit.

Z organickych kyselin absorbuje jantarovou, mlé&nou a maleinovou kyselinu.

Optimalni teplota pro rist plisné a biosyntézu barviva je 27 az 29 °C. Produké&ni kmen se mnozi
také pfi teploté 37 az 38 °C, pfiGemz neztréci vlastnost tvorby pigmentu. Produké&ni kmen plisng
se uchovava metodou periodickych preotkovani ve zkumavkich v houfech zelného agarizova-
ného prostiedi v ledniéce pii teploté +4 az +5 °C. Perioda pieoCkovani je 2 az 3 mésice.

Predmétem vynélezu je dale zpiisob produkce Eerveného barviva, pfi némz se uvedeny produkéni
kmen péstuje pfi teploté 25 az 30 °C, vyhodn& 27 az 29 °C, pfi pracovnim pietlaku 50 aZ 80 kPa,
vyhodné s kontinudlnim promichavanim rychlosti 280 min pfi privodu vzduchu v poméru 1,2
objemu vzduchu na 1,0 objemu Zivného prostiedi, v Zivném prosttedi o pH 3 az 9, vyhodn& pH
5,8 az 6,2, s obsahem uhlohydratii vyhodné 1,5 az 1,8 % hmotn., a amonného dusiku vyhodné
0,66 az 0,69 % hmotn., po dobu 60 aZ 72 h, vyhodné 64 aZ 68 h, nageZ se z Zzivného prostiedi
oddéli kapalina a z ni se izoluje &ervené barvivo.

Dile je predmétem vynélezu pouZiti ziskaného barviva Jako potravinafského nebo kosmetického
barviva.

Barvivo je tmavé &erveny krystalicky prasek ve vodném roztoku malinové &ervengé barvy. Pach
a chut’ se neprojevuje ani v krystalické podobé, ani v roztoku.

Teplota tani je 127 °C (rozklad). Nerozpousti se ve vodg, Jje rozpustné v alkalickém roztoku
(pH 9,0 az 9,5) a v ethylalkoholu. Dobfe se rozpousti ve vaje¢ném bilku, v tucich a v koncentro-
vané kyseliné octové. Barva barviva se neméni v zavislosti na hodnots pH, coz znamen3, Ze
nevykazuje bathochromicitu. Vykazuje vysokou stilost na svétle a odolnost proti teploté.
Neprojevuje se zména barevnosti pti vafeni v roztocich po dobu 5 h pfi teploté 100 °C. Pohlcuje
svétlo ve viditelné oblasti (Xpa =435 mm a 502 mm). Pomér vrcholi &ini 1,0 az 1,5.

Z vysledku analyzy hmotovou spektroskopii v porovnani se vzorkem pfirodniho barviva E 120 je
zfejmé, Ze ziskivané Cervené barvivo obsahuje kyselinu karminovou a jeji derivaty, analogicky
Jako vzorek E 120. Kyselina karminova mé sumarni vzorec C3H50,3 a molekulovou hmotnost
cca 493. Chemicky se jedna o kyselinu 7—-B-D-glukopyranosyl-1-methyl-3,5,6,8-tetrahydroxy-
antra-9,10—chinon—2-karboxylovou strukturniho vzorce

CHy © O©OH
HOOC o OH
e
HO OH OH
O OH

ajeji volna forma je v barvivu doprovizena mens$im mnoZstvim derivati a/nebo komplexi,
v nichZ je kyselina karminova vazana, naptiklad derivétu strukturniho vzorce
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ktery ma sumarni vzorec C,sHasO14 2 molekulovou hmotnost cca 550. Ultrafialov4, infralervena
a hmotova spektroskopie potvrzuje antrachinonovou strukturu.

Mnozeni kultury produkéniho kmene se provadi ve zkumavkéch s agarizovanym zelnym
odvarem jako Zivnym prostfedim metodou periodickych pfeockovani z pracovnich houfi.

Toto Zivné prostfedi je mozno pfipravit naptiklad timto postupem:

200 az 300 g jemné nastrouhaného hlavkového zeli se pfida do 11 pitné vody a vafi se po dobu
20 min. Po ochlazeni na teplotu do 50 °C se roztok ptefiltruje. Filtrat se doplni na 11 a ptida se
20 g agar-agaru. Sterilizace Zivného prostfedi probihd pfi 70 az 80 kPa po dobu 20 min.
Pripravené prosttedi se pfi teploté 50 az 55 °C rozlije po 6 az 8 ml do sterilnich zkumavek
orozmérech 18 x 150 mm a sterilizuje se v autoklavech v rezimu: teplota 116 °C, tlak pary
100 kPa, doba sterilizace 20 min.

Po sterilizaci se zkumavky se $ikmym agarizovanym prostfedim pfedem vysusi v termostatu pfi
teploté 37 °C po dobu 1 dne. Hotové houfy se o€kuji kulturou produkéniho kmene a nechaji se
zrat pii teploté 27 az 29 °C. Doba inkubace je 5 dni.

Odbér aktivnich kolonii mikroorganismi se provadi metodou dalsich preockovani spor v Petriho
misce s agarizovanym zelnym odvarem. Jako zéklad pro vybér aktivnich kolonii slouZi intenzita
obarveni kolonii o priméru minimélng 0,5 az 1cm, shladkym povrchem arostouci zénou
minimalné 0,1 az 0,2 cm. Odbér aktivnich kolonii se provadi v agarizovaném zelném odvaru.

Dle svych morfologickych a kulturnich vlastnosti se znovu ziskany kmen plisné nejvice pfi-
bliZuje k druhu Penicillium oxalicum (dle .M. Pidopli¢ko, 1972).

Pro ziskani &erveného barviva je moZno provadét péstovani produkéniho kmene ve fermentorech
v tekutém Zivném prostiedi hlubinnou metodou. MnoZstvi naofkovaného materidlu je 3 aZ 7 %
obj. Pro ockovéni se vyuZivaji pracovni houfy s pétidenni kulturou, inkubovanou v zelném
odvaru. Péstovani o¢kovaného materialu se provadi pfi teploté 27 az 29 °C v priibéhu 64 az 68 h.

Optimalni podminky pro vedeni procesu mikrobiologické syntézy jsou teplota péstovéani 27 az
29 °C, kontinuélni promichavéani obvodavou rychlosti 280 min”, ptivod vzduchu v poméru
1,2 objemu vzduchu na 1,0 objemu Zivného prostfedi, pretlak v pracovnim fermentoru 50 az
80 kPa.

Uz po 30 az 35 h fermentace produk&niho mikroorganismu se kapalina nad kulturou zbarvuje do
ervené barvy, jejiZ intenzita dosahuje svého maxima - tmavé viSiiové barvy - po dob€ inkubace
68 az 72 h.

Jako komponenty Zivného prostfedi se pouzivaji uhlohydraty, riizné cukry, vicemocné alkoholy
a uhlovodiky a také odpady pfi vyrobé cukru - melasa v mnoZstvi 10 az 20 g na 1 1 vody.
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Pro zisobovani dusikem se vyuZiva kukufiény extrakt, kvasnicovy autolyzit nebo extrakt a také
slou€eniny, obsahujici dusik v riiznych podobach (napiiklad aminokyseliny) v mnoZstvi dusiku
0,5 az 0,7 % hmotn.

Optimalné ma Zivné prostiedi tyto hodnoty: pH 5,8 az 6,2, obsah uhlohydrati 1,5 az 1,8 %
hmotn., obsah amonného dusiku 0,66 a% 0,69 % hmotn.

Priklady provedeni vynalezu

Slozeni Zivného prostredi

Piiklad 1

Krystalovy cukr 12 az20 g/l
Kukufi¢ny extrakt 5az10 g/l
Siran zine¢naty 0,002 g/1
Siran hofe€naty 0,001 g .
Priklad 2

Krystalovy cukr 12 a2 20 g/1
Kvasnicovy extrakt 5az10 g/l
Siran zine¢naty 0,002 g/1
Siran hofe¢naty 0,001 g/1
Priklad 3

Melasa 12 az 20 g/l
Kukufi¢ny nebo kvasnicovy extrakt nebo autolyzat 5 az 10 g/l
Siran zineénaty 0,002 g/1
Siran hofeénaty 0,001 g/l.

Ockovacim materialem pro o¢kovani Zivného prostiedi v pracovnim fermentoru je dvoudenni
kultura Penicillium oxalicum var. Armeniaca CCM 8242, kterd byla vypéstovana v okovacim
pfistroji. MnoZstvi otkovaciho materidlu &ini 3 az 7 % objemu Zivného prostiedi.

Oddéleni kapaliny z Zivného prostiedi od biomasy plisné

Po ukonCeni biosyntézy &erveného barviva se kapalina z Zivného prostiedi odfiltruje nebo
odstfedi z divodu oddéleni od biomasy. Aby se barvivo vysrazelo, okyseli se kapalina na pH 3,0
az 2,5. Okyseleni je moZno provést jakoukoli organickou nebo anorganickou Kkyselinou.
VysraZeni je moZno provadét siranem hlinitodraselnym AIKy(SOs)s. Tak se ziska barvivo, které
neni rozpustné v zasadéch a alkoholech. Rozpousti se v alkalickém roztoku pti pH 9,0 az 10,0.
Po vysrazeni se barvivo od kapaliny oddéli odstiedénim.

Priklad 4

SraZenina se rozpusti v ethylalkoholu a filtruje se, odstrani se alkohol aziski se barvivo
v krystalické podobg.
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Priklad 5

SraZenina se rozpusti v roztoku amoniaku pfi pH 9,0 az 10,0. Ziska se 5 az 50 % vodny roztok
¢erveného barviva.

Primyslova vyuZitelnost

Konednym produktem technologie je ervené barvivo mikrobiologického puvodu, které je
ureno pro potravinafsky a kosmeticky primysl.

PATENTOVE NAROKY

1. Kmen Penicillium oxalicum var. Armeniaca CCM 8242, produkujici Cervené barvivo.

2. Zpusob produkce ¢erveného barviva, vyznacdujici se tim, ze se produkini kmen
Penicillium oxalicum var. Armeniaca CCM 8242 podle naroku 1 pé&stuje pfi teploté 25 az 30 °C
pfi pracovnim pfetlaku 50 az 80 kPa v zivném prostiedi o pH 3 az 9 s obsahem uhlohydratl
a amonného dusiku po dobu 60 aZ 72 h, nadez se z zivného prostiedi oddéli kapalina a z ni se
izoluje ¢ervené barvivo.

3. Zpisob podle nidroku 2, vyznaéujici se tim, Ze se péstovani provadi pfi teploté
27 az 29 °C pti pracovnim pietlaku 50 az 80 kPa s kontinualnim promichavanim obvodovou
rychlosti 280 min™ pi¥i ptivodu vzduchu v poméru 1,2 objemu vzduchu na 1,0 objemu Zivného
prostiedi o pH 5,8 aZ 6,2 s obsahem uhlohydrati 1,5 az 1,8 % hmotn. a amonného dusiku 0,66 az
0,69 % hmotn. po dobu 64 az 68 h.

4. Pouziti &erveného barviva, produkovaného zpisobem podle ndroku 2 nebo 3, jako
potravinai'ského barviva.

5. Pouziti &erveného barviva, produkovaného zplisobem podle niroku 2 nebo 3, jako
kosmetického barviva.

Konec dokumentu
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