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Zptisob kultivace mikroorganismi rodu Escherichia,

vykazujicich L-aspartat: emoniask lyasovou aktivitu

Zphsob kultivace mikroorganism@ ro-~
du Escherichia vykazujicich L-aspartat:
amoniak lyasovou aktivitu, v kultivadénim
mediu obsahujicim kvasniény autolyzdt
gpolivd v tom, Ze kultivadni medium obsa-
huje kvasniény autolyzdt pFipraveny bez-
prostfedné pred kultivaci mikrobidlnich
bunék rodu Escherichisa nebo ostabilizova-
ny sterilizaci p¥i max. 120 “C po dobu
maxe. 1 hodiny v koncentraci 0,2 aZ 1 %
hmot. susiny s vyhodou 0,5 % hmot. susi-
ny ve formé supernatantu nebo filtrdtu.
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Vynélez se tyké zplsobu kultivace mikroorganismu rodu Esche-
richia, jeZ zaruduje co nejvy8%{ L-aspartat : amoniak lyasovou
aktivitu tohoto mikroorganismu. Nakultivované bunky je mo¥no po-
uZzit pfimo k primyslové biotransformaci fumaranu amonného na
L-aspartan amonny nebo s vyhodou k pripravé heterogenniho bio-
katalyzétoru pro uvedenou biotransformaci provadénou kontinuél-
nim kolonovym zpdsobem.

Pro ekonomickou vyrobu kyseliny L-asparagové je diileZitou
podminkou pouZiti bakteridélniho kmene, obsahujiciho co nejvyssi

hladinu enzymu aspartasy /L-aspartaf samoniak lyasy; E.C.
4.%3.1.1./. Tento poZadavek je moZ’no splnit jednak pouZitim vhod-
ného kmenového materidlu ,/tzv. vysokoprodukdnich mutant/ a jed-
nak zpisobem kultivace t&chto mikrobidlnich bunsk.

Postupné zvy3ovani specifické enzymové aktivity Zpﬁsobené
pouzitim vysokoprodukdnich mutant kmene Escherichia coli s aspar-
tasovou aktivitou a zdroven vybsrem optimdlnich kultivaénich
podminek demonstruje ndsledujici pfiklad. V roce 1974 byla spe-
cifické enzymovd aktivita mikrobidlnich bundk pouZfvanych k pri-
myslové vyrob& kyseliny L-asparagové v Japonsku okolo 0,5 ukat
na gram vlhkych bunék /Chibata I., Tosa T., Sato T.: Applied
Microbiology 27, 878 /1974//, zatimco v roce 1979 byly pouZiva-
ny mikrobidlni bunky se specifickou enzymovou aktivitou presa-
hujicf 28 ukat na gram vlhkych bundk /Sato T., Nishida Y., Tosa
T., Chibata I.: Biochim. Biophys. Acta 570, 179 /1979//. P¥i
logickém pokradovani tohoto vyvoje je moZno olekévat, Ze tyto
hodnoty aktivit jiZ jsou a naddle budou pPekondvény. Prudky
vzrust enzymové aktivity pouzivanych mikrobidélnich bungk dosa-
hovany jednak vyb&rem vhodného kmenového materidlu, jednak opti-
malizaci kultivadnich podminek, se pozitivné odré¥i i v nezaned-
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bateiném prodlou¥eni polodasu enzymové aktivity vytvorenych he-
terogennich biokatalyzdtord, v disledku &ehoZ jsou i znaéné eko-
nomické ispory pPi kontinudlni kolonové vyrobé& kyseliny L-aspa-
ragové.

Vzhledem k tomu, Ze pt¥iprava heterogennich biokatalyzédto-
ri vyluduje moZnost pou?iti mikrobidlnich bunék kultivovanych
za pritomnosti pekaPskych kvasnic &i jinych kvasinek, je nutno
pouzivat kvasnidnych autolyzétl. Nevyhodou komerénd vyrdbdnych
kvasniénych autolyzatd je kromé vy$3ich ndkladd na kultivaci téz
skutenost, %e je p¥i jejich pouZiti ziskdna biomasa bunék
£ ni¥%f aspartasovou aktivitou ve srovnéni s bufikami kultivova-
nymi za pri{tomnosti kvasniéné suspense.

Uvedené nevyhody odstranuje zplsob kultivace mikroorganis-
mi rodu Escherichia v médiu obsahujicim autolyzdt pripraveny
autolyzou kvasinek p¥i pH 5 a¥% 7,5 a teplotd 45 aZ 50 ©C béhem
A8 a% 72 hodin za neptistupu vzduchu s néslednou centrifugaci
na separdtoru a stanovenim sufiny v supernatantu, ktery spodivé
podle vyndlezu v tom, Ze se pouZije supernatant nebo filtrét
s 0,2 aZ 1 % hmot. suSiny pPipravenym bezprostifednd pred kulti-
vaci mikrobidlnich bunék nebo stabilizovanym sterilizaci pri
max. 120 °C po dobu max. 1 hodiny. Bunky rodu Escherichia se
kultivuji v kultivaénim mediu o sloZeni: pepton 0,1 a% 2 % hmot.,
hovézi extrakt 0,25 a% 3 % obj., kvasniény autolyzat pripraveny
podle vyndlezu 0,2 a? 1 % hmot. ve formé pYislusného mnoZstvi
supernatantu., Pred zaodkovédnim se k vysterilizovandému roztoku
ptidd 7,15 % obj. sterilnfho roztoku fumaranu amonného o kon-
centraci 1 mol/litr a pH 7,0.

Vyhodou zptsobu kultivace podle vyndlezu je ndhrada komerd-
né vyrébdnych kvasnidnych autolyzétd z hlediska kultivace kva-
litn&j8im a pritom levn&j%im, snadno p¥ipravitelnym autolyzétem
vlastnf provenience p¥i soudasném sniZeni jeho optimdlni kon-
centrace v kultivaénim médiu z 1 % hmot. na 0,5 % hmot. Z eko~
nomického hlediska je atraktivni 1éZ uspora energie, kdy je po-
uzivdn primo roztok autolyzétu po separaci /supernatant/ bez
nutnosti nésledného sudenf &i lyofilisace. Ziskané buiky mikro-
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organismu rodu Escherichia pPipravené zplsobem podle vyndlezu
pritom vykazuji pfibliZné trojndsobnou aspartasovou aktivitu
ve srovndni s bunkami pfipravenymi dosud pouZivanou kultivact
za pfitomnosti komerdnd vyrédbinych kvasniénych autolyzdtl pri
zachovani stejného nebo i vy33iho ndrdstu biomasy.

Vy381 ekonomika celého procesu vyroby kyseliny I-asparago-
vé se promité nejen z hlediska niZ&ich nékladd na kultivaéni
medium, ale vyrazné téZ z hlediska vyuZiti z nakultivovanych
bundk s vysokou aspartasovou aktivitou pPipraveného biokataly-
zdtoru, ktery mé pri shodném obsahu bunédk 2 aZ 3krat dels{ ope-
rac¢ni polodas.

V dalsfm je vyndlez bli¥e objasnén v pfikladech provedeni,
ani? by se jimi omezoval.

Pri{klad 1

Jeden hmot., dil pekarsikych kvasnic byl suspendovén v pPri-
bliZn& pétindsobném mnoZstvi vody, pH suspenze bylo upraveno
na hodnotu 6,5 a smé&s byla ponechdna za nepristupu vzduchu pri
teplotd 50 °C po dobu 48 h. Poton byla suspenze odstreddna na
separdtoru a potfebné mnoZstvi supernatantu /po stanoveni sudi-
ny/ bylo pou¥ito pro pripravu kultivaéniho média.

Mikroorganismus Escherichia alcalescens byl zaodkovén k1i&-
kou ze ¥ikmého agaru do 500 ml varné banky s plochym dnem obsa-
hujici 75 ml média nésledujiciho slo¥eni:; 0,5 % hmot. kvasni&-
ného autolyzétu ,vztaZeno na sufinu/ pfipraveného vyde popsanym
postupem, 0,5 % hmot. peptonu, 0,75 % obj. hovéziho vyvaru a
0,9 % hmot. fumaranu amonného. Acidita kultivadniho média po
sterilizaci byla v rozmezi pH 5 a% &, s vyhodou 6,5. Kultivace
probfhala na rotadéni t¥epatce za intenzivniho vzdudnéni po do-
bu 6 aZ 24 h, s vfhodou 16 h pfi teplotd 25 az 40 °C, s vyhodou
p¥i %4 °C. Z{iskané inokulum bylo pouZito k zaolkovéni vlastnich
produk&nich bandk.

Varné 500 ml banky s plochym dnem obsahujici 25 az 150 ml,
s vyhodou 75 ml kultivadniho média o slo¥eni totoZném s médiem
pouZitym k p¥ipravé inokula byly zaolkovény vidy 1 ml inokula.
. Po kultivaci za podminek popsanych prfi kultivaci inokula byly
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bun&dné suspenze slity a stanovena primérné specifické enzymo-
vé aktivita L-aspartat : amoniak lyasy, kterd &inila 93/pkat
na gram vlhkych bundk.

Priklad 2

Bunky mikroorganismu Escherichia alcalescens byly kultivo-
vény shodnym postupem jako v prikladu 1 v kultivadnim médiu né-
sledujicfho slo¥eni: 1 ¢ hmot. kvasni&ného autolyzdtu iz
p¥tklad 1/ stabilizovaného sterilizaci p¥i 120 ©C po dobu 1 h,
2 % hmot. peptonu, 0,25 % obj. hov&zfho vyvaru a 1 % hmot. fu-
maranu amonného. Ziskané bunky vykazovaly aspartasovou aktivi-
tu 7é/ukat na gram vlhké biomasy.

Pr{klad % .

Kultivaci mikroorgenismu Escherichia coli v kultivadnim
m€diu o sloZeni 0,2 % hmot. kvasnidného autolyzatu ,viz p¥iklad
1/, 0,1 % hmot. peptonu, 3 % obj. hovéziho extraktu a 0,8 %
fumaranu amonného za shodnych podminek jako v pPfkladu 1 byla
pripravena suspenze mikrobidlnich bunék Escherichia coli o as-
partasové aktivité 12/ukat na 1 gram vlhké biomasy.

PREDMET VYNALALEZU

Zplisob kultivace mikroorganismd rodu Escherichia, vykazu-
jicich L-aspartat : amoniak lyasovou aktivitu, za intenzivnfho
vzdugndni, v médiu obsahujfcim kvasnidny sutolyz&t pripraveny
‘autolyzou kvasinek p¥i pH 5 a¥ 7,5, vyznadujici se tim, ¥e kul-
tivaéni médium obsahuje kvasnidny autolyzét piipraveny bez-
prostfedné pied kultivaci mikrobidlnich bundk rodu Escherichia
~ nhebo stabilizovany sterilizaci p¥i max. 120 °C po dobu max.

1 hodiny v koncentraci 0,2 a% 1 % hmot. sudiny, s vyhodou 0,5 %
hmot. su¥iny ve form# supernatantu nebo filtrétu.
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