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(54) Zpiisob biosyntetické vyroby L-lysinu

Vynélez se tykéa zptsobu biosyntetické vy-
roby L-lysinu pomoci vhodnych produkénich
mikroorganismui. Predevsim se tyka takového
zptisobu, ktery umoziiuje vyuziti méné hod-
notnych a/nebo odpadnich surovin jako zdro-
jt asimilovatelného uhliku a/nebo dusiku

~a/nebo stimulujicich biofaktor(i, samoziejmé
s prisadou obvyklych minerdlnich Zivnych
soli. '

Je zndmo vice zpusobll biosyntézy L-lysi-
nu, pii kterych se pouzivad jako hlavniho
zdroje energie uhlikatych surovin, zejména
sacharézy, a to ve formé rafinovaného fepne-
ho nebo titinového cukru, poptipadé ve for-
mé fepné nebo titinové melasy, ktera je su-
rovinou podstatné levnéjsi nez Cist4 sacharoza.
Jako zdroji asimilovatelného dusiku organic-
kého puvodu se vyuZivd zejména kukufiéné
médeci vody a hydrolyzatu araSidové nebo
s6jové mouky (britsky pat. spis & 851.396,
US pat. spis & 2, 979.439, francouzsky pat.
spis ¢. 1, 533.688, NSR pat. spis ¢&. 2, 321.461,
japonské pat. spisy ¢. 7661-691 (76) a 7626-293
(76).

Pii pouZiti sacharézy nebo melasy, surovin
s velmi rozdilnymi cenami, se pfi biosyntéze
dosahuje zna¢né odliSnych vytézkha. S &istou
sachardzou lze dosdhnout vytézka L-lysinu
40 az 90 g/litr, melasa, s nizkou koncentraci
sacharézy, s vysokym obsahem soli, popfipa-
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d& i depresivnich l4tek, podle agrotechniky
pouZivané pri péstovani cukrové Fepy nebo
titiny, poskytuje vytézky podstatné niZsi, a
to 25 aZ 45 g/litr, v zavislosti na kmeni a na
urovni fermentadniho zatizeni. PouZiti obou
jmenovanych surovin je omezeno jednak vy-
sokou cenou ¢&isté sacharézy, jednak relativni
nedostupnosti melasy, ktera se pievazné spo-
trebuje ke krmnym uceldim pfimo.

Vznikl tedy tkol hledat a najit jiné levn&jsi
a/nebo dostupnéj$i suroviny jako vhodné
zdroje Zivin a biofaktoru pro biosyntézu L-ly-
sinu, které by mohly nahradit ¢&istou sacha-
rézu a dal§i deficitni suroviny.

Tento ukol Fe$i podle vynélezu zpusob
biosyntetické vyroby L-lysinu kultivaci pro-
dukénich mikroorganismi v tekuté ptidé ob-
sahujici zdroje asimilovatelného uhliku a du-
siku, stimulatord a biofaktorli a mineralni
¥ivni soli, za aerobnich podminek; podstata
vynélezu spodiva v tom, Ze se jako Uplnych
nebo &asteénych zdroji asimilovatelného uhli-
ku a/nebo dusiku a/nebo biofaktorl v rusto-
vé a/nebo produkéni fazi biosyntézy pouZiva
jednotlivé nebo ve smési surovych nebo
odpadnich produktii nebo meziproduktt pru-
myslu potravinafského, naptiklad cukrovar-
nického, Skrobarenského, masného, mlékaren-
ského nebo tukového, poptipadé farmaceutic-
kého nebo kozedélného.



Je udelné, kdyZ se v riistové fazi biosyntézy
pouZiva jako zdroje asimilovatelného uhliku
surového titinového nebo fepného cukru nebo
t&7ké cukerné S§tivy, jako zdroje pievainé

dusiku hydrolyzitu zbytktl pankreatu po vy- .

robé inzulinu nebo hydrolyzitu krve, jako
zdroje pirevazné dusiku a biofaktorti zahus-
t&né bramborové maéaceci vody, jako zdroje
ptevaZzné biofaktorli melasy v mnoZstvi 1 aZ
10 % hmot., s vyhodou 2 az 4 %, hmot., vzta-
Zeno na celkovy objem Zivné pudy, a v pro-
dukéni fazi biosyntézy jako zdrojit asimilo-
vatelného uhliku mateénych louhti po vyrobé
glukézy ze sachardzy nebo ze $krobu nebo/a
hydrolyzitu syrovatky nebo/a melasy nebo/a
surového titinového nebo fepného cukru, je-
jichZz mnoZstvi v Zivné pidé se udrZuje dav-
kovanim na 0,1 az 6,0 hmot., s vyhodou 0,5
az 39, hmot., vztaZeno na celkovy objem
Zivné pudy.

Lze samoziejmé& pouZivat i jinych zdroj
uhliku a/nebo dusiku a/nebo biofaktorti, po-
pfipadé jejich kombinaci, neZ téch, které byly
jmenovany vySe, pokud jejich vlastnosti ne-
prekazeji optimalnimu prubéhu biosyntézy
L-lysinu. : .

KdyZ se nové zdroje zdkladnich Zivin podle
vyndlezu vhodné kombinuji nebo vhodné
aplikuji v jednotlivych fézich biosyntetické-
ho procesu, 1ze naptiklad jak v rdstové, tak
i v produkéni fazi optimalnim zpisobem vy-
uzivat stimula¢niho Wwéinku doprovodnych
biofaktorti a zéroveini se vyhnout kritickym
koncentracim téch balastii, které inhibuji rist
mikroorganismu nebo jeho produkei.

Jako .nové zdroje pro ndhradu sacharézy,
poptipadé pro kombinaci riznych zdroji asi-
milovatelného uhliku a/nebo dusiku, se na-
ptiklad velmi dobi'e osvédéily matedné louhy
po vyrobé ¢isté glukézy ze sacharézy nebo
Skrobu, které obsahuji fruktézu a glukézu
nebo glukézu a maltézu v riizné koncentraci
a v rizném vzéjemném poméru; pro ptipad-
nou kombinaci s jinymi zdroji uhliku se velmi
dobie osvédéil surovy cukr s obsahem 3 aZ
15 9, hmot. balastnich latek nebo surova cu-
kern4 §tiva, kterd je ze vSech produktd cuk-
rovarnického primyslu nejlevnéjsi stabilni
surovinou. Tyto zdroje mohou byt vyhodné
kombinovdny i s ‘melasou, kterd obsahuje
stopy pesticidnich a herbicidnich latek pouZi-
tych v prubéhu péstovani cukrové fepy nebo
titiny. Uéelna kominace zdroja uhliku umoz-
fuje sniZeni koncentrace téchto toxickych
pfimési na Binosnou miru.

Dalsim ovéienym vyhednym zdrojem uhli-
ku, poptipadé &asteéné i dusiku, je sladké
nebo kyselad syrovitka v pivodnim nebo za-
husténém stavu, kterd se d4 po hydrolyze
pouZit pro biosyntézu L-lysinu. Jako zdroje
esencidlnich aminokyselin, dalsich biofaktort
a organického dusiku se osvédéily zejména
zahu$ténd bramborova madeci voda, hydro-
lyzat zbytkd pankreatu po vyrobé inzulinu
nebo hydrolyzat krve a jinych odpadnich ja-
teénich materidld, a to bud samotné, nebo
v kombinaci s tradiénimi zdroji dusiku, jako

je kukufiény vyluh nebo hydrolyzat arasido-
vé nebo s6jové mouky. Zejména pouziti hyd-
rolyzatu zbytktl pankreatu jako zdroje ami-
nodusiku je obzvla$té vyhodné, nebot na
rozdil od tradiéniho hydrolyzitu araSidové
nebo séjové mouky obsahuje .tato surovina
podstatné mens$i mnoZstvi vedlejiich toxic-
kych zplodin, které pifi hydrolyze mouky
vznikaji hlavné reakcemi mezi aminokyseli-
nami a cukry uvolné&nymi hydrolyzou $krobu.
Lze proto do Zivné pudy davkovat v&tsi mnoz-
stvi hydrolyzatu a kultivovat buiiky pfi vy§-
Sim obsahu aminodusiku a dosdhnout pod-
statné vysSich vytézkd za stejnou kultivaéni
dobu.

Zplsob podle vynalezu predstavuje mnoho
moZnosti zhospodarnéni vyroby L-lysinu,
aminokyseliny duleZité pro Zivodi¥nou vyro-
bu,

BliZ8i podrobnosti zplsobu podle vynélezu
jsou zfejmé z prikladi provedeni, které ten-
to zpUsob pouze ilustruji, ale nijak neome-
zuji.

Piiklad 1

Kulturou kmene Corynebacterium sp., kul-
tivovanou pri teploté 28 °C po dobu 24 hodin
za aerobnich podminek na tfepacim stroji
v Erlenmayerové barice, plnéné 60 ml média
s obsahem 2 %/, hmot. sacharézy a 1,5 9y hmot.
kukutiéného vyluhu (obsah 65 9, susiny) bylo
inokulovano 10 litri sterilni olkovaci pady
ve 20 litrovém tanku, obsahujici 59, hmot.
surového tftinového cukru a 29, hmot. ku-
kufiéniho vyluhu. Inkubace inokula se usku-
tetnila pri 29 °C po dobu 16 hodin, za mi-
chéni 400 ot/min a vzdusnéni 10 litrt vzdu-
chu/min.

Do 5ti 20 litrovych tankd bylo piipraveno
po 10 litrech Zivné pGdy. Ve 4 tancich byla
plida ni%e uvedeného sloZeni, v 5. tanku byla
kontrolni pida s 18 %/, hmot. ¢&isté sacharézy.
VSechni pidy byly sterilizovny 20 min. pfi
120 °C. SloZeni %ivné pidy v tancich &. 1 aZ 4:

surovy titinovy cukr (90 %,

sacharosy) 20 9,
hydrolyzat arasidové mouky 25 9/,
kukutiény vyluh (65 %, suginy) 0,3 %,
primarni fosforeénan draselny 0,2 %,
siran hofe¢naty kryst. ,05 9
technicky biotin (1%, biotinu) 0,0005 9/,
polypropylenglykol ,02 9/
pH 7,0

Sterilni Zivna pida v tancich byla inokulo-
véna po 1 litru inokula z olkovaciho tanku.
Kultivace probihala pii 29 °C, za michani 450
ot/min a vzdu$néni 10 litrll vzduchu/min, p#i
pH udrZovaném piidavky épavku v rozmezi
6,0 az 7,2. Ve 36. hodin& kultivace, kdy pt-
vodni zdroj uhliku v ptidé byl jiZ téméf vie-
chen spotfebovan a sufina biomasy dosihla
hodnoty 39, (vztaZeno na objem pudy),
bylo pridano do tanku & 1 600 ml zifed&né
titinové melasy s obsahem 300 g sacharézy,



do tanku & 2 600 ml zfedéné fepné melasy
s obsahem 300 g sacharézy, do tanku €. 36 000
ml matednych louhdt po vyrobé ¢isté glu-
- kézy ze sachar6zy s obsahem 300 g smesi
fruktosy a glukézy, do tanku & 4 600 ml roz-
toku surového cukru s obsahem 300 g sacha-
rézy a do tanku ¢ 5 600 ml roztoku Gisté
sacharézy s obsahem 300 g sacharézy. Stejné

davky uvedenych zdrojl uhliku byly prida-
vény do pfislusnych tankd vizdy po spotie-
bovani predchozi davky, coZ se projevilo vze-
stupem pH na hodnotu 7,0, naposled v 60.
aZ 65. hodiné kultivace. V 72. hodiné byla
fermentace ukondena. Vytéiky dosaZené
v jednotlivych tancich jsou shrnuty v tabulce
¢ 1.

Tabulka 1
Zdroj uhliku Celkova Ob'et;n Produkce lysinu |Konverze
Tan spotieba | cukru
& o cukru | PUGY ’ o nalysin
v rustové fazi v produkéni fazi v kg : g/l celkem v %
1. surovy titinovy cukr | titinovd melasa 3,6 © 150 - 63,6 955 26,5
2. surovy titinovy cukr | fepné melasa 3,3 14,4 58,0 835 25,3
3, | surovy titinovy cukr | mat. louh po vyrobé
glukozy 3.6 15,0 67,7 1017 28,2
4. surovy titinovy cukr | surovy titinovy cukr 3,0 13,8 58,0 800 26,7
5. dista sacharéza ¢istd sacharéza 3,3 14,4 60,7 874 26,45
Piiklad 2 :

Do 5 20litrovych tank bylo pfipraveno po
10 litrech Zivné pudy ruzného sloZeni a ste-
rilizovano 20 min pii 120 °C.

SloZeni (obsah sachar6zy v kg, obsah ami-
nodusiku v g, hydrolyzat arasidové mouky

v g):

I I 111 IV v
tézka cukernd $tava 1,8 1,8 - - ~
surovy titinovy cukr - - ©1,8 - —
surovy fepny cukr - - - 1,8 -
sacharéza - - —_ - 1,8
hydrolyzat araidové mouky 15 15 - 15 15
zahusténa bramborovd madeci voda )

(50 % susiny) v g . 100 - 100 100 100 -
| melasa titinovd v g - — - - 400
priméarni fosforeénan draselny v g ’ 20 20 20 20 20
siran hofed¢naty kryst. v g 5 B 5 5 5
techn. biotin (1 % biotinu) v mg : 50 50 50 50 -’50

Po sterilizaci byly Zivné pudy ockovany
po 1 litru inokula jako v piikladu 1. Kulti-
vace probihala pfi 29 °C, za michani 450 ot/
min a vzdu$néni 10 litrd vzduchu/min, pii
pH udrZovaném piidavky ¢épavku v rozmezi
6,0 az 7,2. Ve 36. hodin& kultivace, kdy pa-
vodn{ zdroj uhliku v pudé byl jiz témét vie-
chen spotfebovin a sudina biomasy dosahla
hodnoty 3 %, (vztaZeno na objem pudy), bylo
ptidano do tanku I 600 ml zi'edéné t&zké cu-
kerné 5tavy s obsahem 300 g sacharézy, do
tanku II 600 ml mateénych louhti po vyrobé
glukosy ze krobu s obsahem 300 g glukézy,
do tanku IIT 600 ml hydrolyzitu sladké sy-

rovatky s obsahem 300 g glukézy, do tanku
IV 600 ml hydrolyzatu kyselé syrovatky s ob-
sahem 300 g glukézy a do tanku V 600 ml
mateénych louhlt po vyrobé glukézy ze sa-
charézy s obsahem 300 g smési fruktézy a
glukézy. Stejné davky uvedenych zdroji
uhliku byly ptiddvany do pfislu$nych tanki
vidy po spotfebovéni piedchozi davky, coZ
se projevilo vzestupem pH nad hodnotu 7,0.
Naposled byly zdroje uhliku piidény v 60.
a% 65. hodin& kultivace a v 72. hodiné byla
fermentace ukondena. Vytézky dosaZené
v jednotlivych tancich jsou shrnuty v tabulce
& 2.



Tabulka 2

zdroj uhliku ;

Tank %i de; Husii Celkové | Objem Produkce lysinu Kgﬁ;sflze
& | © zdroj biofaktord spotfeba | pudy nalysin
: cukrukg| 1 el g Y %'/ ,

v rastové fazi v produkéni f4zi celkem 0
a) tézka cuker. étéya .
1| P gﬁﬁf{";ym aradidové| yeskes cuker. §tava 3,3 14,4 61,5 885 | 268
¢) ZBMV (+)
a) L)
mw | ® ooy Do virobe 30 | 138 | 568 84 | 261
c) .,
1L f‘)’) vy, tHtinovy cukr| o arolyzat sladkeé syrovky 2,7 13,2 55,0 726 | 269
a) surovy fepny cukr
w. | » rl;llséﬁxl;t);yzét arasidové ?gg?;{;?t kyselé 3,0 138 59,4 820 27,3
c¢) ZBHV
a) sacharéza
b) hydrolyzat aradidové| mat. louh po vyrobé glu- o .
v. mouky kézy ze sacharézy -89 15,8 75,0 1170 30,0
¢) melasa (4%-~nf)

(+) = zahuiténd bramborova médeci voda

Priklad 3
Do 5 20litrovych fermetadnich tanki bylo

pripraveno po .10 litrech Zivné pudy riizného
sloZeni a sterilizovano 20 min p#i 120 °C,

SloZeni (obsah sacharézy v kg, obsah aminodusiku v gy

A B C D E
sacharéza. 1,8 1,8 -~ - —
surovy titinovy cukr - - 1,8 1,8 18

(+) hydrolyzat aradidové mouky - 8 8 — -

(4+) hydrolyzat pankreatu 20 12 12 20 12

)  ZBMV v g 509, suiny 100 - 100 - 660
fepnd melasa v g — 300 — 300 300
primérni fosforeénan draselny v g 20 20 ,20 : 20 20
krystalicky sfran hofednaty v g 5 5y 5 5 5
technicky biotin (1 %, biotinu) v mg 50 50 50 50 50
polypropylenglykol v ml . 2 2 P 2 2
pH . 7,2 7,2 2 72 7,2

) zahu¥té&na bramborovd madect voda.

Po_sterilizaci byly Zivné pudy ockovany
po 1 litru inokula jako v p#ikladu 1. Kultiva-
ce probihala pfi 29 °C za michéni 450 ot/min
a vzdusnéni 10 litrd vzduchu/min, pti pH
udrZovaném pifdavky &pavku v rozmezi 6,0
az 7,2. Ve 36. hodin& kultivace bylo do tankt
A a B ptidano po 450 ml roztoku sacharosy
s obsahem 300 g sacharézy, do tankti C a D
po 450 ml roztoku surového ti¥tinového cukru
s obsahem 300 g sacharézy a do tanku E 450

ml mateénych louhti po vyrobé glukézy ze
sacharézy s obsahem 300 g smési fruktézy
a glukézy. Stejné davky uvedenych zdroju
byly ptiddvany do ptislu$nych tankd vidy
po spotiebovéni predchozi davky, coz se pro-
jevilo vzestupem pH nad hodnotu 7,0. Na-
posled byly zdroje uhliku ptidany v 60. az -
65. hodiné kultivace a v 72. hodiné byla fer-
mentace ukondena. Vytdzky dosaZené v jed-
notlivych tancich jsou.shrnuty v tabulce &, 3,



Tabulka 3

a) zdroj uhliku
Tank | b) zdroj dusiku
¢) zdroj biofaktorl

(2]

‘Celkova . Kanverse
spotreba Objem cukru na

cukru pudy lysin

~ Produkce

v riustové fazi

v produkéni fazi

kg ! gl cell%em v %

a) Cist4 sacharéza
b) hydrolysat

pankreatinu
¢) ZBMV

¢istd sachardza

42 14,9 82,5 1230 29,3

a) ¢ista sacharéza

b) hydrolysat araSidové

B mouky -+ hydrolyzét | ¢ist4 sacharéza
pankreatin

¢) melasa (3%)

33 | 136 750 | 1020 | 309

a) sur. titin. cukr
b) hydrolyzét ara$idové

pankreatin '
c) ZBMV

C mouky -+ hydrolyzat | surovy titinovy cukr

3,3 13,6 83,8 936 | 215

a) surovy titinovy cukr

D b) hydrolyzat
pankreatin

¢) melasa (3%)

surovy titinovy cukr

3,9 14,5 80,0 1160 29,7

. a) surovy titinovy cukr
E | b) hydrolyz. pankr.
-4 ZBMV

mat. louh pro vyrdbu glu-
kozy ze sacharézy 86 14,0 73,6 1030 28,6

PREDMET VYNALEZU

Zpusob biosyntetické vyroby L-lysinu kulti-
vaci produkénich mikroorganismi v tekuté
Zivné pudé obsahujici zdroje asimilovatelného
uhliku a dusiku, stimulatorh a biofaktori a
mineralni Zivné soli, za aerobnich podminek,
vyznacujici se tim, Ze se jako uplnych nebo
dasteénych zdroji asimilovatelného uhliku
a/nebo dusiku a/nebo biofaktorti v rtstové
a/nebo produkéni fazi biosyntézy pouziva
jednotlivé nebo ve smési surovych nebo od-
padnich produktii nebo meziproduktd pra-
myslu potravinarského, napiiklad cukrovar-
nického, Skrobarenského, masného, mléka-
renského nebo tukového, popfipadé farma-
ceutického nebo kozedélného, pri¢emz v rus-

tové fazi biosyntézy se pouzivid jako zdroje:

asimilovatelného uhliku surového titinového
nebo iepného cukru nebo tézké cukerné §fa-

vy, v mnoZstvi, odpovidajicimu pocéiteénimu
obsahu 18 %, hmot. &isté sacharézy v Zivné
pudé, jako zdroje pievainé dusiku hydroly-
zatu zbytkh pankreatu po vyrobé inzulinu
nebo hydrolyzatu krve, jako zdroje pievainé
dusiku a biofaktorti zahu$téné bramborové
maédeci vody, jako zdroje pirevdZné biofaktori
melasy v mnoZstvi 1 az 10 %, hmot., s vyho-
dou 2 az 49, hmot., vztaZeno na celkovy.
objem zivné pldy, a v produkéni fazi biosyn-
tézy jako zdrojh asimilovatelného uhliku ma-
teénych louhli po vyrobé glukézy ze sacha-
rézy nebo ze Skrobu nebo/a hydrolyzitu sy-
rovatky nebo/a melasy nebo/a surového tfti-
nového nebo fepného cukru, jejichz mnoZstvi
v zivné pudé se udrZuje davkovanim na 0,1
az 6,0 9, hmot., s vyhodou 0,5 az 3,0 %, hmot.,
vztaZeno na celkovy objem Zivné pudy.



OPRAVA

popisu vynalezu k aut@rskémq'bsyédéeﬁi €201 812
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