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Ciagly spos6b prowadzenia biosyntezy nizyny

Przedmiotem wynalazku jest ciagly sposéb prowadzenia biosyntezy nizyny na drodze fermentacji za
pomocg mikroorganizméw ze szczepu nizynotwdrczego Streptococcus lactis na podtozu z mleka lub jego
wytworow, w tym réwniez serwatki oraz serwatki wzbogacanej substancjami azotowymi i weglowodanami.

Nizyna stanowi mieszaning réznych polipeptyddw i jest inhibitorem wzrostu réznego rodzaju drobnoustro-
j6w, a dzigki temu stosowana jest w przemysle artykutéw spozywczych jako $rodek konserwujacy.

Wedtug dotychczas znanych spsob6w biosynteze nizyny przeprowadza sie na drodze fermentacji okresowej
przez zaszczepienie w fermentorze uprzednio wyjatowionej pozywki tréjprocentowy iloscig kultury bakteryjnej
wyhodowanej w propagatorze, bedacej w stadium logarytmicznego rozwoju. Proces prowadzi si¢ w ciagu 15—22
godzin w temperaturze 25—30°C, utrzymujac w czasie fermentacji warto$¢ pH = 5,5—6,8. Powstajacy w wyniku
fermentacji kwas mlekowy neutrallzu1e si¢ za pomoca wodnego roztworu wodorotlenku lub weglanu metalu
alkalicznego,

Wiadomo, ze gromadzacy si¢ w podtozu fermentacyjnym mleczan jest jednym z hamulcéw blosyntezy
nizyny i jezeli w poczatkowym stadium fermentacji zawarto$¢ soli kwasu mlekowego przekroczy jeden procent,
to ‘wtedy nastgpuje szybkie wyrodzenie fermentacji przejawiajace si¢ utrata zdolnosci mikroorganizméw do
wytwarzania nizyny. Wzrost zawartosci mleczanu w logarytmicznej fazie wzrostu bakterii jest mniej szkodliwy

+ iw praktyce jego ujemny wplyw ujawnia si¢ po przekroczeniu zawartosci pigciu procent. Wadg okresowej
metody fermentacji jest konieczno$é dokonywania wstepnych czynnosci, poprzedzajacych wtasciwg biosynteze,
jak mycie i dezynfekcja urzadzen i instalacji, napetnianie poZywka, sterylizacja, chtodzenie, rozruch biosyntezy.
Po zakoriczonym procesie biosyntezy konieczne jest oprdznianie fermentora inapetnianie substratéw do
nastgpnej szarzy itp. Ztym si¢ wigze konieczno$¢ uwzgledniania dodatkowych pojemnosci fermentoréw,
nierytmiczno$¢ dozowania brzeczki pofermentacyjnej do dalszej obrébki, a co za tym idzie — koszty wytwarza-
nia produktu musza by¢ wysokie.

Wynalazek ma na celu ograniczenie czaséw meprodukcyjnych do minimum 1przeprowadzanie biosyntezy
mzyny w sposéb ciagty.

Stwierdzopo, Ze cel ten mozna osiggnaé na drodze zastosowania przeptywu catoéci pozywki w sposéb
ciggly przez propagator, ktéry stanowi wstepna faz¢ fermentacji. W propagatorze szczep osigga siadium
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logarytmicznego rozwoju inastepnie przeplywa do jedno— lub kilkucztonowego fermentora, w ktérym
nastgpuje wiasciwe stadium biosyntezy mzyny, po czym brzeczke kieruje sie z ostatmego cztonu fermentora do
dalszego przerobu.

Wedtug wynalazku biosyntez¢ nizyny prowadzi si¢ metods ciagla w mSt&l&le, ktora sktada 31¢ Z propaga-
tora ijedno— lub kilkucztonowego fermentora. Propagator, jak i poszczegdlne cztony fermentora -stanowia
pojemniki fermentacyjne, zbudowane ztworzywa odpornego na kwas mlekowy, wyposazone w mieszadto,
elementy regulacji temperatury i wartosci pH, przystosowane do prowadzenia fermentacji wzglednie beztlenowe;j,
izolowanej od otoczenia przez utrzymywanie nadcisnienia za ‘pomoca obojgtnego i wyjalowionego gazu lub
powietrza, wprowadzonego do wolnej przestrzeni zbiornikéw od géry. Przystosowanie pojemnikéw do warunkéw
ciagtej fermentacji polega na zastosowaniu doptywu w dnach pojemnikéw i odptywu na poziomie pojemnosci
roboczej. W propagatorze zamontowuje si¢ dodatkowo kilka kr6écéw odptywowych umieszczonych na réznych
poziomach w celu umozliwienia regulacji pojemnosci roboczej. Mozna takze w kréécu, umieszczonym na gérnej
pokrywie propagatora, zamontowac¢ rurg¢ zbierajaca, zamocowang szczelnie na kréécu wylotowym ale w taki
sposéb, aby umozliwiat wsuwanie lub wysuwanie rury ze zbiornika.

Propagator napetnia si¢ wysterylizowana i ochtodzona w znany sposéb pozywka o temperaturze 25—30°C
i zaszczepia 1—3 procentowa kultura bakteryjna. Rozpoczyna si¢ biosynteza nizyny, uwidaczniajaca si¢ spadkiem
wartosci pH §rodowiska reakcji. Jezeli wyktadnik jonéw wodorowych osiggnie warto$¢ 6,2—5,0 a najlepiej 5,7, to

- wtedy rozpoczyna si¢ ciggte dozowanie sterylnej pozywki o temperaturze 25—30°C przez kréciec wlewowy

propagatora. Jednoczesnie otwiera si¢ zaw6r na kréécu odptywowym, odbierajac brzeczke z wybranego poziomu
iuruchamia mieszadto. Wielkos¢ przeptywu winna by¢ tak dobrana, aby zostala zachowana wybrana stata
wartos$¢ pH z zakresu 6,2—5,0, korzystnie 5,6—5,8, ktéra nie moze si¢ waha¢ w d6t lub w gére wiecej, niz 0,1.
Wielkos¢ przeptywu mozna regulowaé przez zmiang wielkosci pojemnosci roboczej propagatora. Stwierdzono
réwniez, ze objgtosciowa szybko§¢' przeptywu na godzine jest zalezna od wlasciwosci szczepu uzytego do
biosyntezy i ksztattuje si¢ w granicach wartosci z zakresu 0,5—1,3 objgtosci roboczej propagatora,-a najcze¢sciej
wynosi 0,8 objetosci roboczej propagatora. Wyplywajaca z propagatora brzeczka przeptywa do fermentora,
stanowigcego znany zbiornik lub kilka zbiornikéw fermentacyjnych zaopatrzonych w krdécce przeptywowe.
Eaczna pojemnosé wszystkich zbiornikéw fermentora winna byc 15—23, najkorzystniej 20 razy wigksza od
zatozonej objgtosciowej szybkosci przeptywu na godzine. ’

Biosyntez¢ w fermentorze prowadzi si¢ w znany sposéb w czasie teoretycznie nieograniczonym, odbierajac
ciggle wyptywajaca na wylocie ostatniego cztonu fermentora brzeczke pofermentacyjna, z ktérej w znany sposéb
wyodrebnia si¢ nizyng. W praktyce wydajno$é biosyntezy po pewnym czasie spada. Mozna wtedy skierowaé
pozywke przez ciag rezerwowy z przygotowanym uprzednio do rozpoczecia férmentacji rezerwowym
propagatoreri. W ciagu rezerwowym tylko propagator i pierwszy czton fermentora winny by¢é zapasowe. Pozosta-
te cztony fermentora moga by¢ wspdlne dla obu ciagow.

Zaletg sposobu wedtug wynalazku jest zwiekszenie wydajnosci biosyntezy o 10—15 procent, miniatury-
‘zacja urzadzen i instalacji, znaczne oszcz¢dnosci na robociZnie bezposéredniej i likwidacja szarz produkcyjnych
o zerowej wydajnosci itp.

Nizej podany przykiad wykonania wynalazku wyjasnia bliZzej jego istote, nie ogramczajqc zakresu
wynalazku.

Przyktad. Do wysterylizowanej probéwki z zawartoscia 15 ml wyjatowionego mleka odttuszczonego
wprowadza si¢ sterylnie 0,8 ml ozywionej w znany sposéb kultury bakteryjnej nizynotwérczej o wydajnosci
okreslonej w warunkach fermentagji okresowej, réwnej 4000 jednostek/ml, wstrzgsa, zamyka korkiem z jatowej
“waty i wstawia do cieplarki o temperaturze 30°C na przeciag 16 godzin, po czym zawarto$¢ probéwki wylewa sie
~ sterylnie do propagatora, napetnionego jatowym mlekiem odttuszczonym w ilodci 300 ml, a nastgpnie propaga-
tor z zawartoscia wstawia si¢ do termostatu o temperaturze 30°C. Nastgpuje wéwczas spadek wartosci pH mleka,
ktéra po uptywie 4—5 godzin dochodzi do wartoéci 5,7. Od tego czasu rozpoczyna si¢ dozowanie pasteryzowane-
go lub sterylizowanego i ochtodzonego do temperatury 30°C mleka odttuszczonego z szybkoscia 200 ml/godzing
przez kréciec doptywowy od dotu propagatora, wiacza mieszadto i otwiera kréciec odptywowy. Jezeli zachodzi
_ dalszy spadek wartosci pH, to wtedy zwigksza si¢ stopniowo szybko§é przeptywu mleka przez propagator.
Natomiast w przypadku wzrostu wartosci pH koniecznym si¢ staje obnizenie szybkosci przeptywu do okoto
150 ml/godzing, a nastgpnie w miar¢ spadku wartosci pH stopniowo podnosi si¢ szybko§é przeptywu mleka
w taki sposéb, aby utrzymywaé moina bylo w brzeczce propagatora mozliwie statg warto$¢ pH, réwna 5,7
z ewentualnym odchyleniem w dé6t lub w gére o 0,1. Po ustaleniu si¢ szybkosci przeptywu mleka przy wartosci
pH = 5,7 oblicza si¢ prawidtowy objetos¢ propagatora przy zatozeniu wymaganego przeptywu brzeczki, ktdra
wtym przypadku wynosi 240 ml/godzing. W tym celu -uzyskang w praktyce szybko$éé przeptywu brzeczki,
réwna 260 ml/godzing dzieli si¢ przez objetosé roboczg propagatora wynoszaca 315 ml uzyskujac wspStczynnik



3 ' 71872

réwny 0,825. Nastepnie wymagang szybko§é przeptywu brzeczki 240 ml/godzine dzieli si¢ przez uzyskany
wspdtczynnik 0,825. Uzyskana liczba 291 stanowi obj¢tos¢ roboczq propagatora dla szybkosci réwnej
240 ml/godzing, W dalszym toku postgpowania ustala si¢ pozioom odptywu poZzywki z propagatora na poziomie
jego objetosci roboczej, wynoszacej 291 ml ijednoczesnie reguluje przeptyw brzeczki na wymagang wielkoséé
240 ml/godzing. Ewentualne wahania w dalszym toku fermentacji rekompensuje sl¢ przez zwigkszenie lub .
zmniejszenie pojemnodci roboczej propagatora, zachowujac mozliwle statg wartodé przeptywu. Brzeczka
z propagatora przelewa si¢ samorzutnie hermetycznym rurociagiem do niZej ustawionego fermentora jedno-
cztonowego, w ktérym nastgpuje wiasciwe stadium biosyntezy, w temperaturze 30°C, przy czym co godzing
reguluje si¢ warto§é pH za pomocg 10-procentowego wodnego roztworu wodorotlenku sodu. Objeto$é robocza
fermentora jest réwna 4800 ml. Uzyskuje sl¢ wydajno$¢ biosyntezy nizyny wwysokoici 4500 jednostek/ml, .
trwata w okresle jednego miesiaca.

Zastrzezenia patentowe

" 1. Ciagty sposéb prowadzenia biosyntezy nizyny na drodze fermentacji za pomocq mikroorganizméw ze
szczepu nizynotwdrczego Streptococcus lactis na podtozu z mleka lub jego wytwordw, w tym réwniez serwatki
.oraz serwatki wzbogacanej zwigzkami azotu i weglowodanami, znamienny tym, Ze stosuje si¢ ciggly przeptyw
pozywki fermentacyijnej przez §rodowisko fermentacji wstgpnej, przebiegajace] w propagatorze, skad odbiera si¢
brzeczke ze szczepem bakteryjnym w stadium logarytmicznego rozwoju, mierzonym wartoscig mieszczgca sie
w przedziale wartodci 6,2—5,0, korzystnie w przedziale 5,6—5,8, ktdrg wprowadza si¢ do érodowiska fermentacji
wiadciwej, przebiegajgce] wjedno— lub kilkucztonowym fermentorze, z ktérego brzeczke pofermentacyjng
odbiera si¢ do dalszej obrébki w kierunku wyodrebnienia produktu.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze warto$é pH $rodowiska fermentacji wstepnej utrzymuje sig
na poziomie, zapewniajacym state uzyskiwanie szczepu bakteryjnego w stadium logarytmicznego rozwoju na
drodze regulacji szybkosci przeptywu pozywki przez propagator.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze szybko$é przeptywu pozywld przez propagator reguluje si¢
przez zmiang jego pojemnosci roboczej.
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