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i

Vyndlez se tfké zpldsobu fermenfaéni pf¥ipravy L-lysinu, a to kultivaci kmend Corynebacte-
rium produkujicich L-lysin v tekuté Zivné pidé, kterd obsahuje na poldtku fermentace jako
hlavni zdroj uhliku soli kyseliny octové, komplexni zdrojevdusiku'a minerdlni Zivné soli.

Je zndmo vice zplsobd fermentaZni piipravy L-lysinu, p¥i kterych se plivodnd& pouZivany
zdroj asimilovatelného uhliku, tj. sacharosa, nahrazaje jinymi levnZj8imi a dostupndj¥imi
zdroji, i za cenu o ndco niZ3i produkce L-~lysinu. Tak napfiklad je popsdna fermentace kmene
Corynebacterium glutamicum v pdd: s ethanolem jako jedinym zdéojem uhliku pro rdst produk&ani-
ho mikroorganismu a produkci L-lysinu a moZovinou a NZ-aminem /obchodni produkt neurEehého
sloZeni/ jako zdroji dusiku., V préb&hu fermentace se do pidy ddvkuje smés ethanolu a moloviny
v uréitych pomdrech v zdvislosti na pH-indikdtoru, ktery je pFitomen ve fermentalnim mé&diu
/australsky pat. spis.&. 51577/, )

Analogicky postup s pouZitim ferﬁgntaéniho média jiného sloZfeni uvddi americky pat.
spis &. 3 595 751, Ddle je popsén technologicky postup biosyntézy L-lysinu s produkénimi
kmeny Brevibacterium lactofermentum, uZfivajici jako zdrojé uhliku a dusiku smdsi kyselina
octovd~octan amonny nebo ethanol-&pavek /NSR pat, spis &. 2 321 461/. Aktudlni koncentrace
ethanolu ve fermentadénim médiu je sledovédna plynovou chromatografii,

Ukolem vynilezu bylo najit vhodné zdroje asimilovatelného uhliku, které by pokud moZno
nahradily v produkéni fdzi drahou a deficitni sacharosu bez podstatného zdsahu do obvyklé
technologie a bez podstatného snifeni vytd@Zkd L-lysinu. Poda¥ilo se vypracovat zpilisob
fermentaéni pfipravy L-lysinu kultivaci kmeni CorynebaECerium produkujicich L~lysin v tekuté
Zivné pddé obsahujici na poldtku fermentace jako hlavni zdroj uhliku soli kyseiiny octové,
komplexni zdroje dusiku a minerdlni Zivné soli, podle vyndlezu, jehoZ podstata spolivd v tom,
Ye se v prib&hu fermentace piiddvd do pldy po dosaZeni hodnoty pH 7,8 a% 8,0 ve vice dédvkich
obsahujici 600 ml ethanolu, 100 ml kyseliny octové, 66 g. sacharosy a vodu do objemu 1 000 ml,
v takovych éasovjkh intervalech, aby koncentrace ethanolu v pidé &inila 0,60 a% 0,75 7 hmot.

a hodnota pH 7,0 a% 7,2, nafe? se po dosafeni maxima produkce fermentace ukon2i. Jako kmene
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Corynebacterium, vhodného pro fermentaci podle vyndlezu, lze poufit kmene Cor}nebacterium glu-.
tamicum, dependentniho na homoserin a leucin a rezistentniho k S~aminoethylcysteinu, pbpfipadé
kmene, ktery je dependentni na homoserin a leucin a rezistentni k aminomethylthiomdselné
kyseling. :

Podle povahy pou¥itého produkéniho kmene lze zphsobem podle vyn&lezu dosdhnout po 72
hodindch fermentace produkce L-lysinu 16 a% 26 g/litr média, p¥i podstatné dspofe sacharosy.

BliZ &1 podrobﬁoati jsou patrny z p¥ikladd provedeni, '
P¥iklady provedeni:

P¥iklad 1

Kmenem Corynebacterium sp., se zaodkuje 60 ml inokula¥ni pldy, umistZné v 500 ml varné
bance, tohoto sloZeni:

octan sodny . 1,5 g
sacharosa 2,0 g
kukufi¥ny extrakt /60%ni/ 3,0 g
voda . do 100,0 ml

pH pldy pted sterilizaci 7,2, sterilizace 30 minut p¥i 120 °C. Po zaokkovéni .se kultivuje na
rotadni tfepadce /240 ot/min/ 18 hodin p¥i teplotd 29 ®c. Kulturou vyrostlou v badce se
zaofkuje 800 ml pddy ve dvoulitrovjych fermenta&nich tancich, je: m4 toto sloZeni:

octan sodny 20 g
kukuEi&ny extrakt /60%nfi/ 10 g
hydrolyz4ét aralidové mouky 150 , ml
siran amonny } 10 g
fosforelnan draselny sek. 1 '3
siran hofe&naty o 0,t g
uhliéitan_vépenati " 30 g
biotin ’ 50 g
vitamin B, . 100 g
voda do 1 000 ml

pH pddy pted sterilizaci 7,2, sterilizace 30 minut pfi'iZO %¢. Po zaolkovdni se kultivuje p¥i
teplot& 29 aZ 30 °C, vzdudnéni stejnym objemem vzduchu/min, mich4ni 800 ot/min., V pridb&hu
fermentace se po dosaZeni pH 7,8 af 8,0 ddvkuje v intervalech po 6 hodindch a v ddvkdch po

10 nl ethanolovd sm&s tohoto slofeni: ethanol 600 ml, kyselina octovéd 100 ml, sacharosa 66 g,
voda do 1 000 ml. Bihem 72 hodin fermentace se do tankd p¥idi celkem 100 ml uvedené smdsi,
kterd obsahuje zdroje uhliku v tomto celkovém mnoZstvi /pfepoiiténo na 1 litr média/: ethanol
66 g, kysélina octovd 11 g a sacharosa 7 g. Produkce L-lysinu po 72 hodindch fermentace &ini
16 a%Z 18 g/litr fermentadniho média.

P¥iklad 2 . .

" Kmenem Corynebacterium glutamicum, dependentnim na homoserin a leucin a rezistentnim
k analogu lysinu, S‘aminoethylcysteinﬁ, se zaofkuje 60 ml inokula&niho média, umist&€ného
v 500 ml varné bance, stejného sloZeni jako v pfikladu 1 a kultivuje se za stejqfch-podminek
jako v tomto p¥ikladu., Laboratorni dvoulitrové fermenta¥ni tanky se naplni po 800 ml fermen-
tadniho média stejného sloZeni jako v tomto pEikladu. Analogicky se dévkuje ethanolovd smis.
Po 72 hodindch fermentace se proces ukonZi. Produkce L-lysinu Zini 21 a% 26 g/litr fermenta&ni-

ho média,
Pfiklad 3
Kmenem Corynebacterlum glutamicum, dependentnim na homoserin a leucin a rezistentnim

k analogu isoleucinu, amlnomethylthlomaselne kyselind, se zaolkuje 60 ml 1noku1acniho média

umisténého v 500 ml varné bafice, stejného sloZeni jako v pfikladu 1 a déle se kultivuje za
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stejnych podminek jako v tomto p¥ikladu. ObdobnZ se vede fermentace ve 21 laboratornich dvou-
litrovych tancich, rovn&% i divkovini ethanolové sm¥si. Produkce L-1ysinu po 72 hodindch

fermentace &ini 19 a3 21 g/litr.

PREDMET VYNAL EZU

Zpisob fermentalni pEipravy L-~lysinu kultivaci kmend Corynebacterium produkujicich L-1y-
sin, v tekuté Xivné p8d& obsahujici na po&dtku fermentace jako hlavni zdroj uhliku 'soli kyseli=-
ny octové, komplexni zdroje dﬁsiku a minerdlni Zivné soli, vyznadujici se tim, %e se kultivuji
kmeny Corynebacterium glutdhicum, dependentni na homoserin a leucin a rezistentni k S-amino-
ethyleysteinu nebo k aminomethylthiomdselnd kyselin&, p¥ilem? se v prib&hu fermentace pr¥iddvd
do plidy po dosa¥ent hodnoty pH 7,8 a% 8,0 ve vice ddvkdch smés, obsahujici 600 m1l ethanolu,

100 m1 kyseliny octové, 66 g sacharosy a vodu do objemu 1 000 ml, v takovych &asovych interva~-
lech, aby koncentrace ethanolu v plidé ¥inila 0,60 a: 0,75 7 hmoﬁ. a hodnota pH 7,0 af 7,2, .

nade? se po dosafeni maxima produkce fermentace ukon&i.
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