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(54) Zpasob optimalizace a regulace procesu biosyntézy L-lysinu

Vyndlez obecn& chréni v¥robni postup
biosyntézy L-lysinu pomoc{ mikrobidlnich
kment maiicich schopnost hromadit do %iv-
ného média L-lysin ve vysoké koncentraci
a velkou produkéni rychlosti za vyuZitl
nového zplisobu regulace rychlosti metabo-
lismu produkénfho mikroorganismu vedouctho
k optimalizaci vztahu mezi aera®ni kapaci-
tou fermenta&ni aparatury a poZadavky mik-
roorgenismu na kyslik b&hem ristu i v pri-
bshu produkini féze fermentaniho procesu.

Principenm ge regulace intenzity meta-
bolismu bZhem ristu produkéniho mikroorga-
nismu pomoci zm&n pH podle koncentrace CO2
v odchdzejicich plynech, nebo podle kon=
centrace rozpudténého kysliku v pid&, event.
podle prib&hu kiivky semotného pH.
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Vynélez se t¥kd v¥robnino postupu blosyntézy L-lysinu pomoci mikrobidlnich kmend meji-
¢ich schopnost hromadit do ¥ivného média IL-lysin ve vysoké koncentraci a velkow produkini
rychlost! za vyufit{ nového zplsobu regulace rychlosti metabolismu produkéniho mikroorga~-
nismu vedouciho k optimalizaci vztahu mezi aeradni kapacitou fermentalni aperatury & poZe-
davky mikroorgenisuu ne kyslik bZhem rdstu i v pribdhu produkini féze fermentaduiho procesu.
Cilem vyndlezu je zajietit vysoké v§té¥ky lysinu ve velkoobjemovéam virobnim gafizeni pPi
relativnd nizkych nékladech na suroviny a spotfebovanou energii.

Je znémo, Ze L-lysin je zdkledn{ eminokyselinou, kterd v krystalické formé nebo jako
technicky prepardt ziskany usuienim fermentované pidy nachdzi stdle Bir3{ uplatadni jako
prisada do krmiv hospoddfskych zvifai e dribeZe. Uplatiuje sc vlak té% v humdnni mediciné
a perspektivnd ge podiid, Ze najde vyu#iti i pfi vyZivd &lovéka jako doplndk roatlinngch
bilkovin.

Biosyntetickd piiprava L-lysinu je ji%f dlouho 3iroce studovéne. YV petentové literatufe
je popséna Fada typd bakiterifl a zéroven teda fermentadnich postupl, pomoci nich# je dosaho-
véno na rdznych substrdtech vysokfch vyt&Zkd lysinu. Z hlavnich patentl vymezujicich gene-
tické vlastnosti kmend, zpisob jejich pFipravy i fermentefni postupy Je moZno uvédst: US pat.
&. 2 979 439, frenc. pat., &. 3 533 688, US pat. &. 3 707 44! s zdpadonimecky patent &islo
2 321 461, Posledni dva patenty pFedstavuji neJnovdj3f etapu vfvoje ve v¥zkumu biosyntézy
lysinu, kdy lysin je v obzvlé3td vysokych vytdicich produkovén bekteridlnimi kmeny resis-
tentnimi vi%i enalogim lysinu nebo threoninu, resp. mutentami géroven resisteninimi i euxo-
trofnini. NejvyS3i vytdiky uvddéné v patentové literatufe se pohybuji od 60 af ﬂo 90 g/1
lysinu v pddi.

Popisovené vysledky jsou vSek dosshovdny, Jak vyplyvd z uvéddénych pPikledd, jen v la-
boratofi nebo laboratornich fermentorech. Pokud jsou v literatule (napl. SSSR pat. &islo
1 906 624) uvddény v piikladech vysledky dosaiend v provoznich ssfisenich, jsou publikovend
vitélky zna¥nd ni%si (25 ef 40 g/1). Tato okolnost je zplsobena tim, Ze piencs v¥sledkld
z laboratorniho m&ff{tka do v¥robniho zerfzeni (scele-up) pfedstavuje samostatny komplex
problémd, ktery v dosud zndmyjch petentech neni Feden.

Hlavni problém, ktery se uplatnuje nejvyraznéji pri biosyntéze lysinmu vysckoprodukdnimi
kmeny, je zaji¥tdni dostateného prenosu kysliku v provoznim fermeniainim zalizen{ bhem
ristu orgenismu. Jek uvdd¥ji n&kteri sovdtstl autori (napi. Bekker M., E., Viestur U. E.,
Liepin G. K., Lacers A. K.: Lisin-polu¥enije i primendnije v ¥ivotnovodstve, Hauksa, Hoskve
1973), je toti% charskteristickym fyziologickym znakem mikrobidlnich kmend produkujicich
L~lysin vysoké potfebs kysliku b&hem rdstu a naopek nizkd poileba kysliku v produkini fdzi
biosyntetického procesu, kdy biomasa Ji% nepfiridstd, ale pouze produkuje L-lysin. Z uvedené-
ho vyplyvd, Ze ristovd féze predstavuje pii biosyntetickém procesu uzkf profil z hlediska
‘zaji¥tént prenosu potiebného mnoZstvi kysliku do pddy. Obzvidsl Je to patrné p#i fermenta-
cich, pfi nichf mé byt dosa¥eno vysoké produkce a velké produkini rychlosti, kdy Je tiebda,
aby %ivné pide obsshovale orgenicky dusik - ve formd volnfch eminokyselin - ve vysoké kon-
centracl, aby doSlo k dostatednému & rychlému néristu biomasy. NeSe pokusy potvrdily, Ze
kdyZ probfhd rist za limitace kyslikem, naroste biomesa s nizkou produkini sktivitou, s kte-
rou nelze doséhnout vysoké produkce a rovné¥ stupen konverze uhlikového zdroje na lyain Je
velmi nizky.

Z publikoveanych ddajd citovanych sov&tskfch autord i z vysledkd .naSich pokusd vyplyvd,
%e pro nelimitoveny nérist cca | % suSiny biomasy (10 g/1 such. véhy) je zapotiebl zajistit
prenos kysliku do Z#iwvné pddy rychlostf 2,0 a# 3,2 g 0,/1/hod, zatimeo pro optimélni tvorbu
lysinu timto mno¥stvim biomasy v produkini fdzi fermenta¥ntho procesu sta{ rychlost prestu-
pu kysliku 1,1 a%¥ 1,8 g 0,/1/hod. Protofe pro doseZeni produkén{ rychlosti 0,85 a% 1,5 g
lysinu/1/hod, kterd je u 3pilkovfch fermentaci dosshovéna v laboratornfch fermentorech
pfi pouiiti.vyilechténych vysokoprodukénich kmenl, Je zapotfebi, aby nédrist kultury produkd-
ntho mikroorganismu dosdhl vySe odpovidajfci 20 a¥ 35 g suliny biomasy/l, vyplyvd z toho,
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Ze pro nelimitovany rdst tohoto mnoZstvi biomasy je nutno zajistit prenos kysliku rychlosti
6,4 a% 11,2 g 05/1/hod a pro produkén{ fdzi rychlosti 3,5 a% 6,3 g 0p/1/hod.

Za tSchto podminek je velice obtiZné v b&%Zné provozni fermentadni aparatu¥e doséhnout
v ristové fdzi biosyntetického procesu dostate¥ného pfenosu kysliku pro nérist biomasy
v poZadovaném mnoZstvi. Vysoky p¥enos kysliku do Zivné pidy Jje moZno sice zajistit do Jjisté
miry zvySenou intenzitou michéni, konstrukci a vnitfnim vybavenim fermenta¥nich tankd nebo
pretlakem v tanku apod., aviak limity t&chto moZnosti v provoznim mi¥{tku jsou uzké a dény
Jak ekonomiif, tek fyziologii produkdnich orgenismi. Pom¥rn& vysokd citlivost produk&nich
orgenismi na smykové namdhéni pohybem michadla limituje mo¥nost vyuZit vysokych obvodovych
rychlosti michadle ke zvySeni{ pfenosu kysliku. Rovn8% z ekonomického hlediska je nevyhodné,
zajistovat kyslfkem nelimitoveny rist mikroorgenismu pomoci vy3&ich paremetrd fermentoru,
a to hlavn® proto, ¥e zvySend potreba kysliku je jen v rlistové f4zi, kterd predstavuje asi
20 a% 25 % fasu z celkové kultivednf doby. V produkdni fézi je naopak vyhodné, kdy? kulti-
vace probfhd pii mirné limiteci kyslikem, co¥ se prizniv& obrd%{ ve specifické spotiebd
sachardzy a spotfebd energie a chladici vody.

23istili jsme nyni, %e dostate¥né zdsobovdni kyslikem vysokoprodukdnich mutent bakte-
riélnich kmend ve velkoobjemovjch fermentorech s seradni kapacitou 3 e% 7 g 0p/1/hod jJe
moZno zajistit pro vysoky ndrist biomasy odpovidajici 15 a% 35 g sui./l, ktery je deny p¥i-
tomnosti 1,1 a% 2,5 g/1 alfa-aminodusiku v %ivné pid&. Podle naSeho vyndlezu se kyslikem
nelimitovany rist tohoto mnoZstvi biomasy zajiZluje cilenymi zménemi pH #ivné pddy, kterymi
se Gelns reguluje intenzita metabolismu, zv143t¥ dfchdni v ristové fdzi, a tim se p¥iznivé
ovliviuje produk&ni aktivita bun&k pro celou dobu fermentace. Po ukon¥eni rdstu se v daldim
prib&hu biosyntézy pH plidy Ji¥ udrZuje automatickym ddvkovénim roztoku alkdlie na konstantni,
fyziologicky optimdlni hodnot8, co% vede v této fdzi fermentaniho procesu i p¥i mirné limi-
tacl dychdni kyslikem k maximdlni intenzit& biosyntézy ‘L-lysinu. Popsany princlp vyndlezu
zajidfujiict kyslikem nelimitoveny ndrdst velkého mnoistvi biomasy umoZnuje maximélni vyui-
t1 meradni kapacity fermentoru a v disledku toho dosaZeni vysoké produkce L-lysinu.

Postupem podle vyndlezu se vyuZivéd maximdln¥ aera®ni kspacita fermentoru k zajidténif
vysokfch vyt&Zkd L-lysinu tim, Ze podle aera’ni kapacity se ddvkuje mnoZstvi aminodusiku
do ¥ivné pidy, a to tak, eby mnoZstvi nerostlé biomasy, které je obsahem eminokyselin v pi-
d& urdeno, bylo takové, aby jeho potFfeba kysliku v produkini fézi fermenta¥niho procesu, tJ.
pfi sniZfenych ndrocich na kyslik, odpovidala moZnostem pfenosu kysliku v daném fermentoru.
Toho se dociluje tim, %e k pPipravé Zivné pidy se pouZije takového mnoietvf aminokyselin,
aby na ka#dy 1 g prend¥eného kysliku na 1 1 pidy/hod pripadlo 0,2 a% 0,6 g, s vyhodou 0,3
aZ 0,4 g alfa-sminodusiku.

K regulaci metmbolismu pomoc{ pH dle nad¥eho vyndlezu se s vyhodou vyuZivé samovolného
poklesu pH Zivné pidy a periodickfch \prav pH v prib&hu ristu mikroorgenismu. K samovolnému
poklesu pH %ivné pidy dochdzi vlivem metabolické ¥innosti produkiniho mikroorgenismu, kdy
pH klesé k hodnotém 5,0, p¥ipedn¥ e¥ 4,0. Klesdni pH mé ze ndsledek postupn& zpomalovéni
metebolismu, zvldstE dfchéni, coZ se projevuje zmendenou spotfebou kysliku. Hladina roz-
pulténého Op v pidé proto nejdfive v disledku rdstu mikroorganismﬁ a intenzfvniho dychéni
klesd, v dalsim asovém iseku pak Wmdrn¥ s poklesem pH, kdy se metabolismus zpomaluje, op¥t
stoupd. Aby se zabrénilo p¥{lisnému zpomaleni metabolismu, je nutno v ur¥ité fdzi poklesu
pH upravit jeho hodnotu na 6,5 e 8,0, 8 vyhodou na 6,9 e% 7,2, &{mf se metabolismus znovu
o¥ivi a spotreba kysliku se zvy3i, to znemend, %e hladina rozpu¥t&ného 0, op&t zalne klesat
e do doby, kdy v ddsledku op&tného zpomaleni metmbolismu nizkym pH. se ¥ivné pida zalne
kyslikem dosycovat. Tyto cykly se periodicky opakujf po celou dobu rdstu mikroorgenismu a
projevuji se charakteristickym pribhem k¥ivek na zépisu méFenfch hodnot CO, ve vystupu
vzduchu, resp. kysliku v pid¥ i samotného pH pidy. Volbou délky cykly, tj. Zasovych interva-
10 mezi jednotlivymi upravemi pH, je moZno udrZovat hladinu rozp. O, tak, aby se pohybovala
v rozmezi 10 a% 100 %, s vfhodou 20 a¥ 60 % nasyceni. Pro dosaZeni ekonomicky optimdlniho
ePektu je v3ak nutné, aby délka cyklu byle volena nejen z hlediska zejist¥nf{ vy5%{ hladiny
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rozp. Oy v pid&, ale té% s ohledem na to, by metabolismus nebyl zpomalen p¥{lil, nebo¥
v tom pfi{pad® dochdz{ té% ke zpomaleni, event. zastaveni biosyntézy L-lysinu.

Podle nadeho vyndlezu se v ristové fdzi metabolismus optimdin& reguluje pomoci pH tim,-
Ze prvni uprava pH a délky &asovych dsekd mezi dal3imi dpravami pH se urdujf podle pribshu
ki*ivky COp ve v¥stupu vzduchu. Na této kifivce je moZno velmi dobie sledovat zvy3ujici se
obsah CO, v ddsledku ristu biomasy, i pokles vyvoje CO, vlivem zpomaleni dfchéni pii nizkém
pH. Prévé poklesu koncentrace CO, ve vystupu vzduchu se dle nafeho postupu vyuZivéd ke kvan-
titativn{ indikeci dtlumu metabolismu a k urdeni vhodného okemZiku pro upravu pH. PFi kon=
stentnim vzdudnéni se upravy pH roztokem alkdlie provdd&ji v#dy, kdyZ koncentrace COp
ve vistupu vzduchu poklesne na 80 aZ 30 %, s vyhodou na 70 a% 50 % predchoziho maxima.

Regulaci metabolismu pomoci pH Je moZno té% provadit podle pribdhu kifivky rozp. O,.
Na této kiivce je titlum metabolismu indikovén zastavenim poklesu a naopak stoupénim kon-
centrace rozp. Op v pid¥. Prvni uprava pH se provede, kdy% pokles koncentrace rozp. O,
ke kterému dochdz{ v disledku rdstu mikrcorganismu, se zastav{ nebo koncentrace rozp. O,
zadne mirn¥ stoupat, delsf uUpravy se provéddji vidy tehdy, kdy% dtlum metaboliamu, p¥i kte-
rém koncentrace rozp. 0, stoupd, trvd minimélné& jednu polovinu, meximéln& trojnésobek doby,
po kterou metabolismus na zaddtku daného cyklu nebyl vy¥razn&ji brzd®n a koncentrace rozp.
O v pld¥ klesala. S vyhodou se voli dobe upravy tak, aby &asové iiseky poklesu a vzestupu
koncentrace 0, v pld& byly stejné.

Postupem dle vyndlezu lze provdddt regulaci metabolismu pomoc! pH té% podle prib&hu
vliastnfl ki*ivky pH. Semovolny pokles pH, zplsobeny metabolickou &innosti mikroorganismu, neni
rovoomdrny, ale um&rn& s klesajic{ hodnotou pH a tlumem metabolismu se zpomaluje. Toho se
vyufivéd p¥i nedem postupu k Ffzeni periodickych dprav pH v rdstové fdzi biosyntetického pro-
cesu tak, Ze pH se upravuje vidy, kdy? gradient poklesu k¥ivky pH se zmen3f na 20 a%f 5 %,

8 vyhodou na 10 % své predchozi meximélni{ hodnoty.

Popsand regulace metabolismu a tim i rozpudt2Zného kyslfku v plidé se provddf podle jedné
ze t¥{ uvedenych kiivek, podle toho, jaké veli¥ina je p¥i Cermentaci m&¥ens, po celou dobu
riatové fédze, kterd v zdvislosti na deném fermentadnim zatfzeni trvd 18 a% 30 hodin, obylej-
n& 20 &% 24 hodin. V ndsledujici produkéni fdézi neni nutné ji% vzhledem k men3i spotiebd
kysliku intenzitu metabolismu brzdit, a proto se pH udrZuje kontinudinimi nebo semikonti-
nuélnimi dpravemi pH roztokem alkdlie na idrovni v rozmezi fyziologicky optimdlnich hodnot
6,5 a¥% 8,0, 8 vyhodou 6,9 a¥ 7,2. P¥i netlumend intenzit¥ metabolismu klesne hladina rozp.
0y na hodnotu 1 aZ 10 % nasyceni, kierd je dostadujfc{ pro docilenl vysoké produkdni rych-
losti.

Postupem podle vyndlezu se dosdhne v konvendnich provoznich fermentorech velkfch pro-
duk&nich rychlost{ a vysokych vyt3Zkd, které odpovidajl vysledkim dosshovanym v laborator-
nich fermentorech s velmi vysokym prenosenm kysliku.

Nésledujici p¥iklady bli%e objasnuji zpisob blosyntézy L-lysinu podle vyndlezu, aniZ
Jej omezuji pouze na uvedens provedeni. V p¥ikladech pod bodem A. uvédime t&% komtrolni
fermentace, pri kterych nebyl vyu¥ivédn postup podle vynslezu.
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P#iklady provedeni

P¥r{iklad 1

Kulturou kmene Brevibacterium flavum CB byla inokulovéna #ivnéd pida ve dvou olkova-
cich tancich, '

SloZeni inokuladni pidy:

sachardza 75 kg

melasa 60 kg
corn-steep (60 %) 90 kg

tech. biotin (1 %) 15 g

thyemin 0,6 g

sdjovy olej 6 kg

voda ad 3 000 litrd
pH 7,0

Kultivace inokula probihala pii 29 °C po dobu 20 hodin za stdlého michdni a vzdu¥néni.

Do 2 fermentord o obsghu 50 m3 s aseradni kapacitou 5,2 g Oa/l/hod byla piipravena Ziv-
néd pida tohoto sloZeni:

sachardza 6 300 kg
melasa (50 % sach.) 1 080 kg
hgdrglyzét aras. m.

(5,2 g NHy~N/1) 9 000 1
corn~steep (60 %) 300 kg
kyselina fosforefnd (83 %) 30 kg
siran hofelnaty kryst. 9 kg
tech. blotik (1 %) 0,15 kg
thiamin 0,006 kg
séjovy oled 30 xg
voda ad 30 000 1
pH 6,9

Po sterilizaci byla Zivné pida v obou fermentorech- inokulovéne kulturou z ofkovacich
tankd. Kultivace probihala p#i 29 °C za stdlého michédni a vzdu3néni 20 m3 vzduchu/min pri
tlaku 198 kPa. BZhem fermentece bylo provdd&no podle potieby odp&novéni séjovym olejem.

V tanku A, kde nebyl fermentadni proces regulovén podle na¥eho vyndlezu, bylo pH po
celou dobu fermentace sutomaticky udrZfovéno v rozmezf hodnot 7,1 a% 7,2 dédvkovédnim 25% roz-
toku &pavku. V pribZhu kultivace byly priddny 2 pFfikrmy a 1 000 1itrd 70% roztoku sachardzy.
Fermentace trvala 65 hodin a na konci byl zbytkovy cukr ve vyfermentované pidd 3 mg/ml.

V tenku B, kde byl eplikovdn postup dle na3eho vynélezu, byla od 0.do 24.hodiny kulti-
vace provdd¥na diskontinudlni dprava pH 25% roztokem &pavku podle hodnot COp v odchézedi{~
cich plynech a po 24. hodin& kultivace bylo pH aZ do konce fermentace udriovédno eutomaticky
dévkovénim &pavku v rozmezi hodnot 7,1 a% 7,2. V prib&hu kultivace byly pridény 4 p¥ikrmy
& 1 000 1itrd 70% roztoku sachardzy. V 63. hodin& kultivece, kdy hladina sacherdzy v pidd
klesla ne nulovou hodnotu, byl fermentadni proces ukonden.

Hodnoty sledovanych veli¥in u kontrolni fermentace a fermentace postupem podle vynédle-
zu jsou uvedeny v tabulkdch 1 a 2. Dosa¥ené vysledky jsou shrnuty v tabulece 3.



Tabulka

1

Kontrolni fermentace

1
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hodina kultivace COp pH sudina biomasy

% g/l

0 0 7,2 2,0

8 3,0 7,2 4,6

12 7,2 7,2 13,2

16 11,6 7,2 22,0

20 12,4 7,2 29,8

24 12,3 7,2 31,0

48 8,7 7,2 26,0

65 5,8 7,2 23,2

Tabulka

2

Fermentace podle vyndlezu

hodina Co, pH dprava pH susina biomasy
kultivace % g/1
0 0 6,8 - 2,0
6 1,0 7,1 2,3
8 3,1 6,7 4,2
9 4,0 6,4 -
10 4,5 (max.) 6,1 -
1A 3,5 6,0 7)2 875
12 5,8 6,5 -
i3 7,5 6,0 -
14,25 8,0 (max.) 5,7 -
15 6,3 9,9 7,2 16,6
16 8, 6,1 -
16,50 9,5 (max.) 5,75 -
17,75 5,8 5,3 7,2 22,0
18,50 9,0 6,75 -
19,50 10,5 (max.) 5,55 -
20,25 5,8 5,1 7,2 26,2
21 10,0 6,0 -
21,50 11,4 (mex.) 5,25 -
22,50 5,8 5,0 7,2 30,0
23 10,5 5,9 -
23,50 12,0 (max.) 5,5 -
24 8,2 5,6 7,2 31,0
25 12,1 7,2 aut. dprava -
48 10,6 7,2 29,8
63 1,8 743 27,2
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Tabulkae 3
Dosatené vysledky

Fermentace

A B

doba kultivace (hod) 65 63

objem pidy (m3) 36 . ) 38
- L=1ysin (g/1) 48,7 66,2
v§téfek L-lysinu (kg) 1 753,2 2 515,6
spotPebovand sachardza (kg) 8 345,0 9 745,0
konverge (%) 21,01 25,81
spotleba sach. na 1 kg lysinu 4,76 3,87

Pr{kxlaa 2

Kulturou kmene Corynebacterium glutemicum AEC/100 byla inokulovéna ¥ivné pida ve 2

_o&kovacich tancich.

Slo%en{ inokuledni pidy:

sachardza
corn-steep (60 %)

drolyzdt arad. mouky
N/1)

(5,2 g NHp-

tech. biotin (1 %)

séjovy olej
voda
pH 6,9

90 kg
90 kg

240 1
15 ¢
6 kg
ad 3 0001

Kultivace inokule probfhala pFl 29 °C po dobu 24 hodin za st4lého mfchdn{ a vzduZnini.

Do 2 fermentord o obsahu 50 m3 s sera&ni kapacitou 3,9 g 0o/1/hod byle pripravena %iv-

né pide tohoto sloZeni:

sachardza

melasa

hydrolyzédt aras. mouky
(5,2 g NHp-N/1)

corn~steep (60 %)

kyselina fosfore&nd (83 %)

siran hofednaty kryst.
tech. biotin (1 %)
sdjovy ole]

voda

pH 6,8

5 000 kg
240 kg

6 750 1

300 kg
30 kg
9 kg
0,15 kg
30 kg
ed 30 000 1

Po sterilizaci byla ¥ivnd plda v obou fermentorech inokulovéna kulturou z o&kovacich
tankd. Kultivace probthala pFi 29 O°C za st4lého mfchéni a vzdusndnf 20 m° vzduchu/min pii
tlaku 198 kPa. B¥hem fermentace bylo provédidno podle pot¥eby odpdfovéni séjovym olejem.

V tenku A, kde nebyl fermenta¥ni proces regulovén podle nadeho vyndlezu, bylo pH po ce-
lou dobu fermentace automaticky udrZovéno v rozmezi 6,9 a% 7,0 dévkovédnim 25% &pavku. V pri-
béhu kultivace byly pfiddny 3 pfikrmy & 1 000 litrd 70% roztoku sachardzy. Fermentace trvals
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65 hodin a na koncil byl zbytkovy cukr ve vyfermentované pidd 2,5 mg/ml. V tanku B byl podle’
naSeho vyndlezu splikovén zpisob regulace metabolismu dle prib&hu kFivky rozpudt&ného kysli-
ku. 03 0. do 24. hodiny kultivace byla provéddéna uprava pH 25% roztokem &pavku v n¥kolike-
hodinovych intervalech. Prvni dprava byla provedena v 9. hodin& kultivace, kdy se zastavil
pokles hladiny rogzp. Op. Délky Zasovfch intervald mezi jednotlivymi dpravemi pH v daldim
prib¥hu ristové fdze byly voleny tak, sby tvofily vZdy dvoJjndsobek doby, po kterou koncent-
race rozp. Op v pidd v daném intervalu méla klesajfci trend. Od 24. hodiny kultivace bylo
pH upravovéno automaticky v rozmezi hodnot 6,9 a¥ 7,0. V pribdhu kultivace byly piidény 4
prikrmy & 1 000 litrd 70% roztoku sachardzy. V 65. hodind kultivace, kdy hladina sachardzy
v pidé klesla na nulu, byl fermenta¥ni proces ukonen.

Hodnoty sledovanych velilin u kontrolni fermentace a fermentace postupem podle vyndle-

s Jsou uvedeny v tabulkdch 4 a 5. Dosafené vysledky jsou shrnuty v tabulce 6.

Tabulka 4

Kontrolnf fermentace

hodina kultivace rozp. 0 pH _ suSina biomasy

% nasyc. &/1
0 100 6,8 2,1
8 58 6,9 440
16 2 6,9 . 20,1
20 2 6,9 , 25,8
24 2 6,9 - 26,8
48 : 14 6,9 . 23,4
65 28 _ 7,0 20,7

T a b u lka 5“-
Fermentace podle vyndleszu

hodina kultivace rosp. 0p pH dprava pH sudina biomasy

_ % nasyc. 8/1
0 100 6,8 2,1
4 98 7,0 -
6 87 . 6,8 -
8 62 6,2 4,1
10 51 5,6 -
11,5 4 5,3 -
12,0 40 5,3 7,0 6,9
13 16 6,2 -
13,75 . 14 (min.) 5,75 -
14,5 21 5,4 -
15,5 . 58 5,2 7,0 17,2
16 30 6,0 ‘ -
16,5 21 (min.) . 5,75 ) -
16,75 21 (min.) 5,6 -

17,75 54 5,3 7,0 20,4
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- pokrelovént tsbulky 5 - -
hodina kultiveee rosp.'oz pH dprave pH iﬁliha biohasy
‘ ' % nasyes [743
18 28 6,5 -
18,75 21 (min.) 5,6 -
19,5 32 5,4 -
19,75 43 Jq4 740 R34
20 8 6,5 -
20,75 15 (min.) 5,5 -
21 15 (min.) \5yé -
21,5 20 5,85 -
22 34 5,2 7,0 26,0
22,5 15 6,0 -
23 10 (min.) 949 -
23,5 18 5,3 -
24 3N 5;25 1,0 - 27,0 i
- 25 3 7,0 put, dprava -
10 7,2

Tabulke 6
DosaZené vysledky

25,2

Fermentace

doba kultivace (hod) 65 65
objem pddy (m3) 37 . 38
L-lysin (g/1) 44,9 - 55,3
vyté¥ek lysinu (kg) 1 661,3 2 101,4
spotfebovand. sachsrdza (kg) - 7 445,0 8 145,0-
konverze (%) 22,31 25,79
4,48 3,88

spotfeba sacherdzy ne 1 kg lysinu

Prikled 3

Kulturou kmene Brevibacterium flavum CB/2 byla inokulovéne Zivnd pida ve 2 ol¥kovacich

tancich.

Slo¥en{ inokulsinf pddy:

sechardza
corn~-gteep (60 %)
melasa (50 % asach,)
tech. biotin (1 %)
thianin -

séjovy olej

voda

pH 6,9

75 kg
75 kg
50 kg
12)5 ¢
0,5 g
5 kg
ad 25001
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Kultivece inokule probfhala p¥i 29 °C po dobu 22 hod za stélého michdni a vzdunini,

Do 2 fermentord o obsshu 50 m3 s aeraéni kapacitou 6 18 02/1/hod byla pripravens ¥iv-

né pida tohoto sloZeni:

4 000 kg

sacharéze
hgdrolyzﬁt arad. mouky

2g NH2~ 8 1001
corn-ateep (60 %) 300 kg
kyseline fosforea&nd (83 %) 30 kg
siran hofelnaty kryst. - 9 kg
tech, biotin (1 %) 0,15 kg
thiamin ’ 0,006 kg
séjovy oled 30 kg
voda ad 23 0001

pH 6,7

Po sterilizaci byla %ivnd pida v obou fermentorech inokulovéne kulturou z o¥kovecich
tankd. Kultivace probihela p¥i 29 °C za stdlého michéni a vzdudnini 20 o vzduchu/min pii
tleku 198 kPa. BShem fermentace bylo provédéno podle potieby odp&Rovéni séjovim olejem.

V tanku A, kde nebyl fermenta¥ni proces regulovén podle nedeho vyndlezu, bylo pH po
celou dobu fermentece automaticky udr¥ovdno v rozmezf 6,9 a¥ 7,0 ddvkovénim 25% Epavku,
V prib&hu kultivace po spotfebovén{ gdkladnfho uhlikového zdroje obseZeného v pfid¥ bylo
zahdjeno semikontinudlni ddvkovéni zFed¥ného roztoku malesy o sacharizaci 45 %. Celkem dbylo
pridéno 7 pfikrmd & 1 500 1. Fermentace trvala 70 hodin & na konci byl zbytkovy cukr ve vy-
fermentovené pidd 7,3 mg/ml.

V tenku B byl podle naSeho vyndlezu aplikovén zpisob regulece metabolismu podle prib&-
hu kPivky pH. 0d 0. do 24. hodiny kultivace byla provéd¥na dprava pH 25% roztokem &pavku
v nékolikehodinovfch intervalech. Hodiny kultivace, v kterfch se provédsly upravy pH, byly
urdovény podle gradientu poklesu kiivky pH. Podrobny popis prib&hu k¥ivek pH a dprave pH
Je v tabulce 8, 0d 24, hodiny kultivace bylo pH upravovéno automaticky v rozmez{ hodnot 6,9
aZ 7,0, V prib&hu kultivace bylo pfiddno 9 pfikrmd & 1 500 litrd zfedsné melasy o sacheri-
zeci 45 %. V 70. hodind kultivece, kdy hledina cukru v pid¥ klesla na nulu, byl fermentadni
proces ukonen.

Hodnoty sledovanych velidin u kontrolhi fermentace a fermentace postupem podle‘ vynélezu'
Jsou uvedeny v tabulkdch 7 a 8. Dosafené vysledky jsou shrnuty v tabulce 9.

Tabulka 7

Kontroln{ fermentace

hodina kultivace pH sulina %omaay
g
0 6,7 2,3
8 6,9 5,6
12 6,9 14,8
16 . 6,9 ’ 24,3
20 6,9 34,0
24 6,9 34,4
48 : 6,9 29,4

70 6,9 24,7
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Tabulke 8

Fermentace podle vynédlezu

hodina kultivace pH delte pH dprava pH sulina l/:iomasy

' &

0 6,7 - 2,4
4 7,0 - -
6 6,85 0,037 -
8 6,25 0,15 4,6
9 5,75 0,25 (mex.) -
10 5,3 0,225 -
1 5,1 0,10 -
11,5 5,05 0,05 (min.) 7,0 11,0
12 6,35 0,55 -
12,5 6,0 0,35 -
13 5,7 0,30 -
'3,5 5’45 0'25 -
14 5,25 0,20 -
14,5 5,1 0,15 -
15 5,0 0,10 7,0 18,4
15,5 6,25 0,75 -
16 5,75 0,50 -
16,5 5,45 0,30 -
17 5,2 0,25 -
17,5 5,0 0,20 -
18 4,9 0,10 7,0 23,8
18,5 6,2 0,90 -
‘9 6.7 0,50 -
19,5 5,4 0,30 -
20 5,25 0,15 7,0 28,6
20,5 6,25 0,65 -
21 5,8 0,45 -
21,5 5,6 0,20 -
22 5,5 0,10 -
22,5 5,45 0,05 7,0 33,0
23 6,3 0,70 -
23,5 5,95 0,35 -
24 5,7 0,25 -
24,5 5,55 0,15 -
25 5,50 0,05 7,0 35,0
48 6,95 - aut, dprava 32,3
70 7.2 - 28,8
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Tabulkxa 9
DosaZené vysledky

Fermentace

A B
doba kultivace (hod) : 70 70
objem pidy (md) 37 40
L-lysin (g/1) 50,6 65,0
vytétek L-lysinu (kg) ’ 1 872,2 2 600,0
spot¥ebovand sschardza (kg) © 8 825,0 10 175,0
konverze (%) 21,21 25,55
spotfeba sachardzy na 1 kg lysinu ' 4,7 3,91

PREDMET VYINALEZU

1. Zplisob optimalizace a regulace procesu biosyntézy L-lysinu ve velkoobjemovém fer-
menta¥nim zebfzeni s serani kapacitou 3 a% 7 g 0,/1/hod pFi kultivaci vyslechténych mikro-
bidlnich kmend schopnych produkovat L-lysin velkou rychlost{ a ve vysoké koncentraci na pa-~
adeh obsshujfcich zdroj uhliku, emonné soli nebo moZovinu, fosfor, hotd{k, stimuldtory bio-
syntézy a aminokyseliny pot¥ebné pro r&st} vyznadeny tim, Z%e pfi pripravé zivné pidy se
pou¥ije s ohledem na aeradni kepacitu deného fermentoru vysokého mnoZstvi aminokyselin,

a to takového, aby na kaifdy 1| g prenédSeného kysliku na 1 1 pidy za hodinu pfipadlo 0,2 aZ
0,6 g, s vyhodou 0,3 a% 0,4 g alfa-aminodusfku, b&hem ristu mikroorganismu se reguluje in-
tenzita metabolismu podle koncentrace COp ve v¥stupu vzduchu nebo podle prib&hu kFivky roz-
pudténého kysliku v pid& nebo podle prib&hu k¥ivky pH, pomoci cyklicky se opakujicich zmén
pH Zivné pidy v rozmezI hodnot 4,0 a% 8,0, a tim se udrZuje hladina rozp. Oy v rozmezi 10
a¥ 100 %, s vyhodou 20 a% 60 % nasyceni, a po ukondeni rdstu mikroorgenismu v prib&hu pro-
duk&ni féze je intenzita biosyntézy L-lysinu udrZovéna na maximélni drovni kontinudlnimi
nebo semikontinudlnimi dpravemi pH v rozmezi fyziologicky optimdlnich hodnot pH 6,5 a% 8,0,
s vyhodou 6,9 a¥ 7,2, a tim je dosaZeno pro dané mno¥stvi biomasy limitujici hladiny kysli-
ku v rozmezl 1 a¥ 10 % nasyceni.

2. Zptsob podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze cyklicky se opakujicich zm¥n pH se dosdhne
t{m, %e se vyu¥ivd semovolného poklesu pH pidy vlivem metabolické Finnosti produkiniho
mikroorgenismu na hodnoty pH 6,0 aZ 4,0, s vyhodou na 5,7 a% 5,2, a periodicky provédénych
dprav pH slkélif na hodnoty 6,5 a% 8,0, s vyhodou na 6,9 a%¢ 7,2.

3. Zplsob podle bodd 1 a 2, vyznaleny tim, Ze prvni dprava pH a délky Casovych useki
mezi dal3imi vpravami pH v rdstové fdzi se uréuj§ podle prabdhu lkiivky CO, ve vystupu vzdu-
chu, a to tak, %e pH se upravi alkdlii vidy, kdyZ pfi konstantnim vzdudn¥ni koncentrace COp
ve vzduchu odchézejicich z tenku poklesne na 80 a% 30 %, s vyhodou na 70 a% 50 % piedchozi-
ho mexima. '

4. Zpisob podle bodd 1 a 2, vyznaleny tim, Ze prvn{ dpreva pH a délky Zasovych usekd
mezi del¥imi dpravemi pH v rdstové fézi se urfujfl podle pribZhu kfivky rozp. O, v pddg,
a to tek, %e prvni prava pH se provede, kdy% pokles koncentrace rozp. O, se zastavi nebo
koncentrace rozp. O, zene mirn& stoupat, a ka?d4 dald¥{ \prava vidy tehdy, kdy% délka &Zaso-
vého useku, po ktery kiivka rozp. Op po projit{ minimem stoupd, se rovnd 0,5 a%Z 3,0nédsobku
gasového useku, po ktery k¥ivke rozp. Op v tomtéZ cyklu klesala, s vyhodou se vol{ doba
dpravy tak, aby &asové udseky poklesu a vzestupu koncentrace rozp. Op byly stejné.
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5. Zplsob podle bodd ! a 2, vyznaleny tim, ¥e prvnf dprava pH a délky Easovych usekd
mezi daldimi dpravemi pH v riistové fdzi se urdujf podle prib&hu k¥ivky pH, a to tak, Ze
hodnota pH se upravi alkdlif vidy, kdy% gradient poklesu k¥ivky pH se zmen3f na 20 a% 5 %,
s vyhodou na 10 % své piedchoz{ maximélni hodnoty.

Severografia, n. p., zavod 7, Mast
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