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(64) Zplasob fermenta&ni pfipravy L-lysinu

Vyndlez se tykd zplsobu fermentalni p¥i-
pravy L-lysinu kultivaci produkénich mikro-
organismd, zejména rodd Corynebacterium
nebo Brevibacterium, v tekutych Zivanych '
plddch, obsahujicich zdroje asimilovatel-
ného uhliku a dusiku a minerdlni Zivné so-
1i, za submerznich podminek. Nej8ast&j3im
zdrojem asimilovatelného uhliku je sacha~
réza, obvyklymi zdroji dusiku jsou amonné
soli, zejména anorganické, kuku¥i&ny vy-
luh, hydrolyzdt araZidové mouky apod.

V nov&j3i dob& se objevuji snahy nahra-
dit sacharozu, které se pou?ivd ve znalném
mnoZstvi, a kterd je pomdrnd drahd a &im
ddle tim obti%n&ji dostuprd, pokud moZno,
ipln&, nebo alespon &4stedn&, jinymi zdro-
ji uhliku, které by byly levndj3i{ a snédze
dostupné, a které by umoZnovaly dosaZeni
pfijatelnych vyt3Zkd lysinu. Je popsdna
napfiklad fermentalni p¥iprava lysinu s po-
uZitim kyseliny octové a octanu amonného
/dédle v kombinaci s glukézou, hydrolyzdtem
fkrobu nebo melasou/ jako zdroj& uhliku
/francouzsky patentovy spis &. 2 033 119/;
NSR patentovy spis &, 2 100 159 popisuje
ddvkovdni sm&si kyseliny octové, octanu
amonného a glukézy pfi fermentadni p¥ipra-
vE lysinu s produkénimi lemeny Brevibacte-
rium a Corynebacterium, Ddle je zndma fermen-
tadni p¥iprava lysinu se smdsi glukozy,
kyseliny octové a ethanolu s kmeny Brevi-
bacterium lactofermentum a Corybacterium
acetoacidophilum, Britsky patentovy spis
€., 1 300 654 uvddi pfipravu lysinu s kmenem
Corynebacterium acetophilum ve fermentalnim
médiu s kyselinou octovou'a amonnymi sole-
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mi a ddvkovdni acetdtové smdsi v pribé&hu
fermentace.

Cilem vyndlezu bylo nalezeni takovych
zdroji uhliku, respektive jejich kombinace,
které by umoZnily maximdlni Usporu sachardzy

. pfi zachowdni ekonomicky dnosné vyt&Znosti

lysinu. Adaptace pouZitého kmene na tyto zdro-
je ubhliku zalind ji% ve stadiu p¥ipravy ino-
kula, kdy se &4st sacharozy v médiu nahra-
di zdrojem jinym. Jako zdrojd dusiku se
pouZivd obvyklych surovin, tj. amonnych
soli, kuku¥i&ného vyluhu, hydrolyzdtu aradi-
dové mouky apod. Vlastni produk&ni féze se
zahajuje kultivaci na p8d& ji% bez sacha-
rézy, s b&¥nymi zdroji dusiku. Hlavni zdro-
je uhliku s &4sti sacharézy se potom ddvku-
ji v zdvislosti na hodnot¥ pH v dal&ich
fdziech kultivace. )

Zplisob fermentaldni p¥ipravy lysinu s
obménénymi zdroji uhliku a s jejich speci-
fickym ddvkovanim fe3i vyndlez, jehol
podstata spolivd v tom, %e se produklni
mikroorganismus nejprve namnoZi v inokulad-
ni pid& obsahujici s@l kyseliny octové s
alkalickym kovem nebo sil amonnou v mnoZstvi
40 a%¥ 60 g/litr média a sacharozu v mnofstvi

20 a% 30 g/litr média a zdroj dusiku,

potom se ziskanou kulturou zaolkuje fermental-
ni pida, urend pro nédrdst kultury produkd-
niho mikroorganismu, ¢ hodnotou pH 7 a% 8,

's vyhodou 7,2 a¥ 7,5, obsahujici jako jedi-

ny zdroj asimilovatelného uhliku sl kyseli-
ny octové s alkalickym kovem nebo s&l amon-
nou v mnoZstvi 38 aZ 42 g/litr média, naleZ
se po zahdjeni{ fermentace pfi dosaZeni hodno-

.ty pH média 7,5 a% 8,0 udrZuje v daldim pré-
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b&hu fermentace pH na hodnot& 7,0 a% 7,5
ddvkovdnim kombinované smési zdrojd uhliku
obsahujici 90 a% 110 hmot. dild kyseliny
octové, 20 aZ 30 hmot. dild octanu amonného,
65 a%¥ 85 hmot. dild kyseliny mléé&né, 90 aiZ
110 hmot. dild sacharozy a 140 a% 160 hmot.
di1d vody, a%Z do ukonleni fermentace.

Uvedenym opatfenim, snadno realizovatel-
nym i ve vyrobnim méfitku, se dosdhne pod-
statné dspory sacharézy pfi zachovdni rela-
tivn& vysokych a standardnich vyt&Zkd ly-
sinu. ) )

B1i%8i podrobnosti zplsobu podle vynd~
lezu jsou patrné z ndsledujicich p¥ikladd
provedeni, které tento zplsob pouze ilustru-
ji, ale nijak neomezuji.

P¥iklady provedeni

P¥iklad 1

Kmenem Corynebacterium glutamicum se
zaofkuje 60 ml inokuladniho média v 500 ml
varné bance, tohoto sloZeni

octan sodny 50 g
sacharoza 20 g
kukufidny vyluh 607Zni 30 g
voda do 1000 ml
pH po sterilizaci 6,9 aZz 7,2

Kultivuje se na rota¥ni t¥epalce
/220 obr./min/ p¥i 29 a% 30 °C po dobu
24 hodin, Po této dob& je pH inokula 7,5.
Ziskanou kulturou se v mnoZstvi 10 Z obj.
zaolkuje 20 ml fermenta®niho média, opét
v 500 ml varnych bankdch, které md toto
slofeni:

octan sodny 40 g
kukufi&ny vyluh 60%ni 10 g
hydrolyzdt arafidové

mouky 150 ml
siran amonny 10 g

kysely fosforeénan

draselny 1 g

" siran ho¥e&naty 0,1 g
uhliditan védpenaty mlety 30 g
voda do 1000 ml
pH po sterilizaci 7,2

Kultivuje se na rotadni tfepadce pFi 29
a? 30 °C po dobu 96 hodin. 0d 24.hodiny
kultivace se podle hodnoty pH dédvkuje
do média kombinovand sm&s zdrojd uhli-
ku tohoto sloZeni:

PREDMET

Zptsob fermentalni p¥ipravy L-lysinu
kultivaci produk&nich mikroorganisml, zejmé-
na rodd Corynebacterium nebo Brevibacterium,
v tekutych Zivnych plddch, obsahujicich zdro=-
je asimilovatelného uhliku a dusiku a mine-
rdlni Zivné soli, za submerznich podminek,
vyznalujici se tim, Ze se produk&ni mikro~-
organismus nejprve namnoZi v inokula&ni pddé
obsahujici sl kyseliny octové s alkalickym
kovem nebo sfl amonnou v mnoZstvi 40 aZ 60
gramd/litr média a sachardzu v mno¥stvi 20
aZ 30 g/litr média a zdroj dusiku, potom
se ziskanou kulturou zaolkuje fermentaldni
pida, urfend pro ndrdst kultury produkZniho
mikroorganismu, s hodnotou pH 7 a% 8, s vy~
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kyselina octovd koncentrovand 100 ml
octan amonny 25 g
kyselina mléZnd koncentrovand 75 ml
sacharoza 100 g
voda 150 ml
Sm&s se ddvkuje v mnoZstvi 1 a% 2 % obj.
/vzta¥eno na objem média/ mezi 24. a% 72,

hodinou fermentace, p¥i pH média 7,8 a¥
8,2, jehoZ hodnota se tim sni¥uje na 7,0
az 7,5, Produkce lysinu &ini 33 a% 35 g/litr
média.
PF¥iklad 2
Kmenem Corynebacterium glutamicum se
zaofkuje 60 ml inokula&niho média v 500 ml
varné bance, kterd mid stejné sloZeni jako
v p¥ikladu 1 a kultivuje se za stejnych pod-
minek jako v tomto p¥iklad&, Kulturou vy-
rostlou za 24 hodin kultivace se zaolkuje
800 ml fermentadniho média ve dvoulitrovém
fermentaénim tanku., Médium md stejné sloZe-
ni jako v p¥ikladu 1. Kultivuje se p¥i
800 ot./min, vzdu3n&ni stejnym objemem
vzduchu/min, p¥i teplot& 29 a% 30 °C, po
dobu 96 hodin. Od 6. hodiny fermentace se
do ‘tanku p¥iddvd v ddvkédch po 15 ml roztok
kombinované sm&si zdrojd uhliku /sloZeni ja-
ko v p¥ikladu 1/, a to tak, aby se pH fermen-
talniho média udrZovalo na hodnot& 7,0 a%
7,5. V 96, hodiné fermentace se dosdhne
produkce lysinu 38 g/litr média,
P¥iklad 3

Kmenem Corynebacterium glutamicum se
zaofkuje 60 ml inokulalniho média stejného
slofeni jako v p¥ikladu 1, umisténého v
500 ml varnych bankdch a kultivuje se za
stejnych podminek jako v tomto p¥ikladu.
Inokulem vyrostlym za 24 hodin se zaolkuje
10 litrd fermenta&niho média /sloZeni jako
v pfikladu 1/ ve 20litrovém fermenta&nim
tanku, pH fermentatniho média méd po steri-
lizaci hodnotu 7,0 a¥ 7,2. Fermentuje se
za téchto podminek: michdni 470 ot./min dvE-
ma otevienymi turbinovymi michadly o préi-
méru poloviny prim&ru tanku, vzdu3ndni stej-
nym objemem vzduchu, teplota p¥i kultivaci
20 a% 30 °C. Po 5 a% 7 hodindch kultivace
se pfi dosafeni hodnoty pH média 7,8 az
8,0 ddvkuje kombinovand smds zdrojd uhliku
/slofeni jako v p¥ikladu 1/ p¥i standardnim
udrzovdni pH na hodnot® 7,5 pomoci automa=
tického reguldtoru pH s ddvkovadem. Po 96
hodindch fermentace se dosdhne produkce 40 g
lysinu/litr média.

NALEZU

hodou 7,2 a%¥ 7,5, obsahujici jako jediny
zdroj asimilovatelného uhliku sl kyseliny
octové s alkalickym kovem nebo s@l amonnou

v mnoZstvi 38 aZ 42 g/litr média, nalde

se po zahdjeni fermentace pfi dosafeni hodno-
ty pH média 7,5 a% 8,0 udrZfuje v dal$im
prib&hu fermentace pH na hodnotd 7,0 a%¥ 7,5,
ddvkovdnim kombinované sm&si zdrojd uhliku
obsahujici 90 a% 110 hmotnostnich dild ky-
seliny octové, 20 a%¥ 30 hmotnostnich dildé oe~-
tanu amonného, 65 a¥ 85 hmotnostnich dild
kyseliny mlé&né, 90 aZ 110 hmotnostnich

dild sacharozy a 140 a% 160 hmotnostnich di-
14 vody, a% do ukonleni fermentace.

Severografin, n. p., zdvod 7, Most
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