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{b4) Zpiaisob fermentaé&ni pFipravy L-lysinu

Vyndlez se tykd zplsobu fermentadni pif-
pravy L-lysinu kultivacf mikroorganisnd Bre-
vibacterium flavum nebo Corynebacterium
glutamicum v tekutém Zivném médiu, obsa-
hujfcim krom& bé&Znych sloZek p¥fdavek
sloudenin tiokyanatand v mnoZ¥stvf 1 a¥
50 ug/ml jako stimuldtoru. TImto opat¥enfm
se zvys{ produkce L-~lysinu o 10 a% 12 %.
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Vyndlez se tyké4 zpisobu fermentadnf p¥ipravy L-lysinu kultivac{ produkénich mikro-
organismi Brevibacterium flavum nebo Corynebacterium glutamicum v tekutém Zivném médiu,
obsahujfcim zdroje asimilovatlendho uhlfku a dusiku, minerdlnf soli a/nebo ristové faktory
a/nebo stimuldtory, za aerobnfch podminek kultivace.

Jak je zndmo, z4visi vy#e produkce p¥i fermenta®nich vyrobdch jednak na druhu,Aivalité
a mno¥stvf zdkladnfich Zivin /sacharéza, aradfdovd mouka, bilkovinné hydrolyzdtory, kﬁkufiény
extrakt aj./, jednak na kvalité& produkinfho kmene a kone&né& na vedeni a ¥fzenf{ fermenta&niho
procesu.

Ur&itou technologif lze p¥i; nalezeni optimdlnich parametrd dosghnout nejvydsfho moZného
vysledku, dal3fi zvySenf se ji¥ neda¥{ ani zvyéovénimhmnoéstvi jednotlivych zdkladnfch Zivin
ani prodlufovdnim doby kultivace.

Ve snaze zvy¥it produkei L-lysinu bez mimo¥ddnych z4sah@ do b&¥né technologie, vy-
chdzely autofi ze znimé skutednosti, ¥e ndkteré 14tky /stimuldtory/, pfidajf-1i se do %ivné
pady i v nepatrném mnoZstvi, jsou schopny ovliviovat proces utilizace sacharidd, a tim
plsobit na zvy3eni produkce $4daného metabolitu. Velmi d&inné stimuldtory byly nalezeny
ve skupind l4tek jako jsou tiokyanatany/rhodanidy/.

Na z&klad¥ t&chto poznatkd byl vypracovdn zplisob fermentaéni p¥ipravy L-lysinu podle
vyndlezu, jehof podstata spotivd v tom, Ze se do ¥ivného média jako stimuldtor produkce
prid4v4 alespofi jedna sloufenina obecného vzorce

R - SCN,

ve kterém R zna&f atom alkalického kovu, amonny iont, acetyl- nebo benzyl-skupinu aj. v mnoZ-
stv{ 1 a¥ 50 mg/ml, s vyhodou 5 a%Z 10 mug/ml média v jedné nebo vice ddvkéch, nejpozdé&ji do
poloviny celkové doby kultivace. Pozitivni efekt liatek uvedeného obecného vzorce se z¥ejmé
realizuje na drovni katabolické regulace pfi zabezpeteni dostatedného mnoZstvi uhlikatych
intermedidtd, které se mohou pfimo zapojovat do biosyntetické drdhy L-lysinu.

Stimula&nf efekt tiokyanatand se projevuje jiZ ve velmi nfzkych koncentracich, zvysSeni
produkce &in{ 10 a% 12 % pii stejné dobé& kultivace. (Zinek tiokyanatanii na biosyntézu amino-
 kyselin a jejich fermentadni p¥Ipravu nebyl dosud popsdn. Bli¥&f podrobnosti zpisobu podle
vyndlezu vyplyvaji z ptfkladd provedeni, které tento zpisob pouze ilustrujf, ale nijak
neomezuji.

Ptfklad 1

Produkdnfm kmenem Brevibacterium flavum se zaotkuje 50 ml inokuladénfhé média ve 500 ml
varné bafice; médium md toto sloZeni: sachardza technickd 30 g, octan sodny krystalicky 20 g,
kukuiién? extrakt 30 d, voda destilovang do 1 000 ml; pH média 6,8 a% 7,0.

Po zaolkovéni se kultivuje na rotadnf tfepa&ce pfi teploté 29 Sc po dobu 18 a¥ 24 hod.,
vyrostlou kulturou se v mno¥stvi{ 10 % obj. zaofkuje 20 ml fermentadnfho média tohoto sloZeni:
sacharéza technickd 180 g, hydrolyzdt aradfdové mouky 200 ml, kukufi&n§ extrakt 10 g, siran
amonny krystalicky 10 g, hydrogenfosfore&nan draselny 1 g, sfran hofe&naty krystalicky 0,1 g,
uwhliditan vdpenaty mlety 30 g, voda destilovand do 1 000 ml; pH média 6,8 az 7,0~

Kultivace probfhd v 500 ml varnych badkdch na rotadni tfepalce pii 29 °c po dobu 72 hod.
Na poddtku kultivace /nejpozdéjl do 26 hodiny kultivace/ se pfid4 benzyltiokyanatan v mnoZstvi
10 pg/ml média ve form& vodného roztoku. Za t&chto podminek fermentace se dosdhne produkce
51,9 a¥ 54,7 g L-lysinu/litr fermentadniho média, zatimco kontrolni postup poskytuje produkci
46,3 g L-lysinu/litr média za stejnou dobu kultivace.
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PESfLfklad 2

Produk&nim kmenem Brevibacterium flavum se odkuje fermentadnf médium stejného sloZen{
‘jako v p¥fikladu 1. Mezi poddtkem a 36. hodinou kultivace se do fermentadnfho média pridd ve
3 a% 4 d4vkdch tiokyanatan amonny v mnoZstvi 5 ug/ml média ve form& vodného roztoku. Po
72 hod. kultivace se dosdhne produkce 54,1 g L-lysinu/litr média, zatimco kontrolnf postup
poskytuje za stejnych podminek produkci 45,2 g L-lysinu/litr média.

PE{Lf{klad 3

Produkénim kmenem Corynebacterium glutamicum se zaodkuje 50 ml inokuladnfho média,
které md stejné sloZen{ jako v p¥fkladu 1, s tim rozdflem, ¥e se sacharéza nahradf stejnym
mnozstvim maltdzy; fermentadnf{ médium obsahuje 10 % hmot. glukdzy a dal3{ sloZky v mnoZstvi
jako v p¥fkladu 1.

Nejpozd&€ji do 24 hod kultivace se pfidd jednordzové benzyl-tiokyanatan v mnoZstvi
8 aZ 10 mg/ml média ve form& vodného roztoku. Po 72 hod. fermentace se dosdhne produkce
42,9 a% 45,6 g L-lysinu/litr média, p¥i kontrolnfm postupu produkce &inf 39,0 g L-lysinu/litr
média.

Ppf{f{klad 4

Produkénim kmenem Brevibacterium flavum se zaodkuje 50 ml inokulaénfho média popsaného
v pfikladu 1. Vyrostlou kulturou se zaokuje 800 ml fermentadnfho média jako v p¥fkladu 1,
um{st&ného do dvoulitrového fermentadnfho tanku. Fermentace probfhd za michdnf a vzdudn&nf
% o .
pfi teploté 29 “C.

Ve 24 hod kultivaci se do média pfid4 vodny roztok tiockyanatanu amonného v mno¥stv{
10 ug/ml média. Za t&chto podminek se dosdhne produkce 69,2 g L-lysinu/litr média po 72 hod.
kultivaci; p¥i kontrolnfm postupu &inf produkce L-lysinu 56,6 g/litr média za stejnou dobu
kultivace.

PREDMET VYNAXLEGZU

Zpisob fermentadni p¥fpravy L-lysinu kultivac{ produkénich mikroorganismd Brevibacterium
flavum nebo Corynebacterium glutamicum v tekutém Zivném médiu, obsahujfcim zdroje asimilo-
vatelného uhlfku a dusfku, minerdinf{ Zivné soli a/nebo stimuldtory, za aerobnfch podminek,
Vyznaéﬁjici se tim, %e se do Zivného média jako stimuldtor produkce p¥iddv4 alespon jedna

sloutenina obecného vzorce
[ 4

R - SCN,

ve kterém R znal{ atom alkalického kovu, amonny iont, acetyl- nebo benzyl-skupinu v mno¥stvi
1 a% 50 mg/ml, s vyhodou 5 a% 10 mg/ml média, jedné nebo vice ddvkdch, nejpozdéji do poloviny
celkové doby kultivace.
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