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(54) Zpiisob zvyovéni produkee L-Iysinu

Vynélez se tyké zpisobu zvydovéni produkce
L-lysinu p¥i kultivaci mikroorganismy, Corynebac-
‘terium glutamicum nebo Brevibacterium flavum,
za, submerznich podminek v pid& b&Zného sloieni.
Jeho podstata spotivé v tom, Ze se do Zivné pady

. na podatku produkéni faze pFiddvd antibiotikum -

polypeptidového typu nebo jeho polosynteticky -
derivét, v mnozstvi 5 aZ 50 ug/ml, napiiklad oxaci-
lin, -amoxyeilin, azlocilin nebo cefalexin.
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_ mch podmmek

Vyralez se ﬁyké, zpusobu zvy¥ovéni produkee -

L- lysmu pii kultivaci produk&nich mutant mikro-
organismu Corynebacterium glutamicum nebo Bre-

vibacterium flavum v tekuté Zivné puds, obsahujici ‘

zdro;e asimilovatelného uhliku a dusiku, minerilni
Zivné soli, vitaminy a jiné blofaktory, za submerz-

Fermentadni piiprava L lysinu je velmi dobfe
znéma z mnoha literdrnich tdajii, s pouritim fer-
mentadnich médif, ktersd se v&tdinou li pouze

koncentracemi dbou zékladnich zdroju Zivin, s riz- -

nymi pomdry uhliku a dusiku. Je nap¥iklad popsén

zpusob fermentaéni p¥ipravy L-lysinu produkémml -

kmeny Corynebacterlum glutamicum, které jsou

rezistentni vudl ndkterym antibiotikim (nap¥.

penicilinu, bacitracinu aj.) a které se vyznaduji

“vysokou produk01 v médifch obsahujicich melasu

(americky pat. spis & 3 687 810). Pozitivni Gdinek
n&kterych -antibiotik (nap¥. penicilinu, cefalospo-

_ rinu aj.) na produkei kyseliny L-glitamové byl

_ teln® zavisly na Fad® faktord; zejména na mnoZstvi’

popsén u kmene Corynebacterium hydrocarboclas-

tus. ZvySeni produkce kyseliny u kmene Brevi-.

bacterium flavum po p¥idani pemclhnu popisuje
japonsky pat. spis.&. 7917 183,

Vyge uvedend antibiotika umo¥iiuji zvyéenqu:_

akumulaci aminokyseliny ve fermenta®nim. médiu,
optimAlni konverzi uhlikatého zdroje a tim zvyhod-

fiuji ekonomické parametry - fermentadni techno-.

logie. Bylo zjist&no, %e p¥i fermentaci L-lysinu pro-
dukénimi kmeny Corynebacterium glutamicum

a Brevibacterium flavum dochdzi po pridéni Limi--
tovaného mnoZstvi polosyntetického derivétu peni- -
.cilinu nebo cefalosporinu do média ke zvySeni

produkee sekundérniho. metabolitu. - Stimula&ni
efekt t&chto biologicky aktivnich latek je pochopi-

pouzité latky, na dasovém tseku jejtho dévkovéni,
na produkdnim mﬂ(roorganlsmu sloZeni _fermen-
tatniho média atd. :

Na zéklad® uvedenych zji§t&ni byl vypr&cova,n '

zpusob zvySovani produkee L-lysinu p¥i kultivaci
produkénich mutant mikroorganismu Corynebac-

. terium glutamicum nebo Brevibacterium flavum

v tekuté Zivné pids obsahujici zdroje asimilovatel-

ného uhliku a dusfku, minerélni Zivné soli, vitaminy

a jiné biofaktory, za submerznich podminek, podle .

vyndlezu, jehoZ podstata spodivd v tom, Ze se do

- Zivné pudy po ukonéeni rustu produkéniho mikro-

organismu, na poditku produkdni faze, piidéva
antibiotikum peptidového typu mnebo jeho polo-
synteticky derivdt, v mnoZstvi 5 a% 50 g/ml,
s vyhodou § aZ 25 ug/ml Zivé pudy, naptiklad oxa-
cilin, amoxyeilin, azlocilin nebo cefalexin.

Z produkénich mlkroogranlsmu jsou pro praktic-

ké provedeni zplisobu podle vynilezu vhodné
mutanty Brevibacterium flavum, vyadujici k ristu

homoserin " a dal§i aminokyseliny, déle kmeny,

které. jsou rezistentni vudi analogu L-lysinu
(S- armnoethyl -L-cysteinu). :Podobn® je moZno po-
u¥it p¥i fermentaci mutanty kmene Corynebacte-

rium glatamicum.

Pokud jde o pouZiti polosyntetlckych antlblotlk
z Fady pencilini nebo. cefalosporinil, p¥ichézeji

v tivahu mno#stvi minimélni, naphklad v rozmezi

1 a¥ 50 ug/ml fermentatntho média, vyhodns .

108725 pg/ml. Zmingné antibiotika se priddvaji do

média po ukongeni rustove téze produkanich mikro-
organismu; tato fize je z4visld na typu mutanty
produkéniho kmene, sloZeni: fermentaémho média,
zésobu kultivacé atd.

PH zpusobu’ fermentadni vyroby L lysmu podle

vyndlezu se ‘soulasnd uplatiiuje antimikrobidlni - -

idinek prisady antibiotik, ktery zabraiuje sekun-

dérnf kontaminaci produkéni kultury. Zpiisob podle - -
,vynélezu Vykaque tedy efekt smmulaém a ochran—

ny .
Blizsi podrobnostl zZpusobu podle vyndlezu jsou

.obsa¥eny v nésledujicich ‘piikladech provedeni,

které tento zpusob pouze 1Iustru31, ale nijak neome-
zuji.

Priklad 1 4

" Auxotrofni nebo regulaéni mutantou kmene Cory-
nebacterium glutamicum se .zaokuje 50 m! ino-
kulagniho- medla, umistdného - v 500 ml - varné
bafice, jeZ mé toto sloZeni: sacharosa techn. 30 g,
octan sodny kryst. 20 g, kuku¥idny extrakt (60 %,
hmotn. sudiny)-30 g, destilovand voda do 1000 ml;

- pH média po sterilizaci 7,0 a% 7,2.-Zaotkovans pida -

se dile kultivuje na rotadni tfepatce (240 ot/min)
p¥i teplotd 29°C po dobu 18 h. pH kultury se pohy-
buje kolem 7,5. Vyrostlou Kulturou "se v mno#stvi -

: 10 9, obj. zaotkuje 20 ml fermentasntho média,
umisténého v 500 ml varné- bance, tohoto sloZeni:

sacharosa techn. 180 g, hydrolyzat aradidové mou-
ky 300 ml, kukufitny extrakt (60 %, hmotn. susiny)
10 g, siran amonny kryst. 10 g, fosforefnan dra-

-selny sek. 1 g, siran hoFenaty kryst. 0,1 g, uhligitan

vépenaty mlety 30 g, voda do 1000 ml; pH média
po sterilizaci 6,8 aZ% 7,0. Kultivace probihd déle

* za vy3e uvedenych podminek. Po ukondeni rastové

fdze produkéniho kmene, zpravidla mezi 24. aZ
30. hodinou kultivace, se do fermenta&niho média
pfidé roztok oxacilinu, aby jeho koncentrace
dosahovala 5 aZ 50 ug/ml; s vyhodou 5 aZ 25 ug/ml
média. V. kontrolnich pokusech (bez p¥idavku
antibiotika) se dosdhne produkce L-lysinu kolem
33 g/l média, s pfidavkem -optimalntho mnoZstvi
oxacilinu se produkce pohybu]e kolem 42 g/l média
za 72 h kultivace. '

"Priklad 2

Postupuje se stejnd jako v piikladu 1, jen s tim,
rozdilem, %e se do fermenta&niho média na positku
produkeni féze, tj. ve 24. a% 30. hoding kultivace
pFidé amoxyeilin v mno#stvi 5 a% 25 ug/ml. V kon-
trolnich pokusech -s¢ dosdhne produkece L-lysinu

" kolem' 34 g/l média, s piidavkem amoxyecilinu se

doséhne produkee ‘kolem 45 g/l média za 72h
kultlvace

Fiklad 3

PostupuJe se stejnd ]a,ko V. p fikladu 1, jen s tim
rozdilem, Ze se do fermentad&niho média na potatku -



' produkéni fze, tj. mezi 24. a¥ 48. hodinou kultiva-

ce, pridé azlocilin v mnoZstvi 5 aZ 50 ug/ml, s vy-
hodou 10 ug/ml. V kontrolnich pokusech se doséhne
_ produkee L-lysinu kolem 24 g/l média, s pfidavkem
optimélniho mnoZstvi azlocilinu se dosahne pro-
dukee koleni 30 g/l média za 72 h kultivace.

iklad 4

Postupuje sé stejns jako v pnkladu 1, jen § tim

' rozdllem Ze se do fermentacmho média na potatku

produkcm faze, tj. mezi 30. a% 48. hodinou kulti-

- vace, pfida cefalexm v mno#stvi 5 a% 50 ug/ml, s vy-

hodou 10 ug/ml. V kontrolnich pokusech se do-,
séhne produkee L-lysinu kolem. 26 g/l medla,/

s phidavkem cefalexinu 'se produkce L-lysinu

pohybuJe kolem 33 g/l média za 72h kultivace.

PREDMET VYNALEZU ’

- Zpusob zvySovani produkce Llysinu pri kulti-
vaci produkénich mutant mikroorganismu Cory-
nebacterium glutamicum nebo Brevibacterium
flavum v tekuté Zivné puds, obsahujici zdroje

asimilovatelného ubliku a dusiku, minerélni Zivné .

-soli, vitaminy a jiné biofaktory, za submerznich
- podminek,. vyznadujici se tim, Ze se to Zivné pudy

po ukondeni riistu produkéniho mikroorganismu,
na podatku produkdni fize, pFidavs antibiotikum

peptidového typu nebo jeho polosynteticky derivat,

v mnoZstvi 5 aZ 50 ug/ml, s vyhodou 10 aZ 25 ug/ml
zivné pudy, napriklad oxacilin, amoxycilin, azlo-
cﬂm nebo cefalexin.. :
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