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I. Kyselina L-glutamova

Kontinudlni kultivace mikroorganisméi jako metodo-
logicky pristup k ziskavani mikrobialni bun&tné hmo-
ty nebo produktid metabolismu méa Fadu zna&nych vyhod
ve srovnani s ostatnimi metodami. Timto typem kultiva-
ce je mozno dosdhnout zna¢né priznivéjSich parametri
procesu ([napi. produktivita systému), které maji pfFi-
my ekonomicky efekt. Zakladni otdzky teorie kontinual-
nich kultivaci byly rozpracovdny jiZ pred Fadou let.
Podle tradi¢nich pristupil slouZily a casto doposud slou-
zi k navrhu parametrii kontinudlniho procesu data zi-
skand studiem kinetiky jednordzové kultivace. Tento
jednostranny pfiistup k FeSeni této problematiky pred-
stavuje ovSem Casio znané zjednoduSeni a v Fadd
procesii (tvorba produkti) se setkal s nezdarem. V kon-
tinualnim procesu se kultura vyviji za odli3nych poméri
neZ v periodickém procesu. B&hem dynamicky usta-
leného stavu roste populace mikroorganismii za prak-
ticky konstantnich podminek, kdeZto v podminkach jed-
norazové Kkultivace se vé&tsina kultivagnich parametri
meéni. Ve vicestupiiové kontinudlni kultivaci déle rychle
nariistd nehomogennost populace, pfechod z jednoho
stupné do druhého pfredstavuje zmé&nu parametrd kul-
tivace skokem, coz mda zvlasSté velky vyznam u procesi,
kde se produkt tvofi aZ po riistové fazi (plati zejména
pro aktinomycety, téZ plisn&). Samostatnym problémem
je sloZeni kultivaéniho média. Tém&F ve vSech pFipa-
dech se doposud logicky vychézi z optimalniho sloZeni
zZivné pady pro jednorazové kultivace. Vzhledem k uve-
denym kvalitativnim rozdildm obou typfi p&stovani mi-
kroorganismi nemusi tato kultivaéni ptida vyhovovat
potfebam kultury rostouci za kontinudlnich podminek.
Vhodné médium je moZno vyhodné& zjistit pfimo v konti-
nudalni kultivaci s vyuZitim matematickych metod opti-
malniho plénovédni experimentd. Aplikace kontinualni vy-
roby v mikrobiclogické praxi je podle povahy pouZi-
vaného procesu ve vt ¢i men3i mife ovliviiovdna dal-
Simi vyznamnymi problémy, mezi nimi¥ patfi k nejda-
taminace nezadoucimi mikroorganismy. Z uvedenych
divodt je v soufasné dob& kontinualni kultivace v pra-
myslovém méFitku vyuZivdna k syntéze biologicky aktiv-
nich latek pouze v omezeném rozsahu. Jde o fermentaéni
vyrobu Kkyseliny octové, etanolu, butanolu, acetonu,
krmného droZdf, vitaminu By, a zpracovdni vina a piva
ve vEtSim &i men3im mé&fitku. Této metody se také po-
uZiva pii ¢iSténi odpadnich vod, péstovani vodnich Fas
apod. (MeZinja et al. 1974). Vyroba pekaiského drozdi,
antibiotik, aminckyselin, enzymi, piva, etanolu a hu-
tanolu timto zplsobem je doprovdzena Fadou jiZ uve-
denych probléms. PFi studiu moZnosti kontinudlni bio-
syntézy aminokyselin byl aZ do neddvné doby vyzkum
omezen pouze na kyselinu L-glutamovou. Teprve v po-
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slednich letech je predmétem zAjmu vyuZiti zmindné
metody kultivace také pro biosyntézu L-lyzinu.

Prvnimi literdrnimi zminkami o studiu podminek pro
kontinudlni biosvntézu kyseliny L-glutamové je tada
praci japonskych autort z let 1962—1963. Hashida et al.
(1962) s pouZitim kmend Brevibacterium sp. rozdélili
proces do dvou fazi, rlistové a produkéni. Po optimali-
zaci ristové fdaze (koncentrace glukozy, mo&oviny, mi-
chani kultury) dosahli sniZeni generaéni doby aZ na
1,5 h (staticka kuitura méla gsnzraéni dobu 11,5 h).
Studiem vlivu velikosti inokula na produkéni fazi pro-
cesu bylo pFi nalezené optimdlni hladiné (7,4g/l1) do-
saZeno akumulace 22,5 g/l kyseliny glutamové. V zdavéru
préce jsou diskutovany moZnosti dvoustupiiového kon-
tinualniho produkéniho procesu. Stejny autorsky kolek-
tiv (Matsuo et al. 1963) se v dal3i praci zabgyval vlivem
antibiotik na produk&ni proces. Autofi zjistili inhibi¢ni
vliv na riist u 11 antibiotik. U penicilinu G, streptomy-
cinu & dextromycinu byly nalezeny koncentrace, prFi
kterych byl rfist inhibovan, ale produkce aminokyseliny
pokracovala. V dalSi sérii pokusli byla upfesndna nej-
vhodnéjsi faze procesu k davkovani téchto latek (peni-
cilin). Pri analyze kinetiky fermentace s cilem navrh-
nout vicestupliovy kontinualni systém rozd#&lili Mimura
et al. (1863) proces do 5 fazi [logaritmicky rast, li-
nedrni rist, lag-fdze produkce, produktni fdze a faze
poklesu produkce). Byl nalezen znacény vliv velikosti
Reynoldsova &isla michdni nma hodnotu rychlosti ristu
(pFi Re v&tdim neZ 1,5.107 specifickd riistovd rychlost
rychle klesala). Autofi prokizali pouZitelnost odvozené
teoretické rovnice vztahu mezi riistem kultury a spo-
tfebou cukru pro kontrolu koncentrace tohoto substra-
tu v pfitoku do 1. stupn& vicestupiiového systému bez
zfetele na velikost inokula. Podobnymi problémy se
ddle zabyvali Ueda et al. (1963 a, b, c, d, 1969). V prvni
ze zminéné Fady praci se zaméFili autofi na problémy
kontaminace. Izclovali p¥es 200 kmend kontaminujicich
mikroorganismii a v médiu obsahujicim glukézu zkou-
Seli u Fady latek schopnost inhibovat jejich riist. Jako
efektivni byly nalezeny fenoly, nitrofurany, sulfonami-
dy, povrchové aktivni latky, antibiotika, barviva, for-
maldehyd a vitamin K;. K témto slougeninam hyly vSak
citlivé také produké&éni mikroorganismy (Brevibacterium
devaricatium a Brev. sp. 107), ale nékolikandsobnym
pasdZovanim na Sikmém agaru, obsahujicim pFisludny
inhibitor, hylo dosaZeno riistové rezistence k t&mto
latkdm. Produkce kyseliny glutamové byla vSak znaé&nd
sniZzena. Tento negativni vliv byl odstran&n pouZitim
smési inhibitori a dal3i adaptace produkénich kmeni
opakovanou kultivaci v médiu, obsahujicim smés t&ch-
to latek. V dalsi praci studovali autofi vliv smési for-
maldehydu, streptomycinu, nitrofurazonu a osvanu na
rlistovou rychlnst a délku lag-faze riistu kontaminuji-
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cich i produkénich kmenii v jednordzové i kontinualni
kultivaci. Do3li k nazoru, Ze. timto zplGsobem je moZno
v kontinudlni kultivaci regulovat hladinu kontaminace.
Pri studiu kontinudlni biosyntézy kyseliny L-glutamové
byl pouZzit tristupfiovy systém. Prvni fermentor slouZil
pouze k propagaci aktivnich bunék. Druhy stupeil byl
vyuZivan ke kompletaci riistu kultury a fermentaci v&tsi
casti cukrfi. Doba zdrZeni mikroorganismii ve tretim
fermentoru umoZiiovald dokonéeni celé fermentace. Po-
kusy byly konany s vyuZitim udaji pfedeSlych praci
(kontrola kontaminace). Autofi doSli k zdvérim: nejdii-
leZit€j8im problémem pro kontinudlni kulitivaci je kon-
trola prechodnych jevil, které nastavaji zvlastg v 1. fer-
mentoru po startu kontinudlniho pFitoku, hlavni pfi¢inou
sniZeni produktivity systému je znaény rozdil hladin fer-
mentaéni fize mezi prvym a druhym stupném, k ziskani
vysokého produkéniho vytéZku je nutno upravit pfidavek
biotinu béhem kontinudlniho Ziveni. V sérii experimentd
bylo zjiSténo, Ze rustové-limitnim faktorem je také obsah
iontt manganu. PFi vychozi koncentraci glukozy 103 g/l
dosahovala akumulace kyseliny glutamové aZ 38 g/l a
zjistény vytéZek produktu byl totoZny jake u jednordzové
kultivace (39 %). Z praci, které jsou vtSinou v japon-
ském origindlu, nebylo moZno ziskat ngkteré podklady
pro zavéry, ke kterym autofi dosli. Je v8ak moZno se
domnivat, Ze vysledky dosaZené a prezentované pfi kon-
trole procesu kontaminace i pFi vlastnim produkénim
procesu nejsou zcela jednoznacéné, protoZe napf. vice-
stupfiovd kontinualni kultivace nebyla sledovédna dosta-
tetné dlouhou debu (véetnd doby ustalovani rovnovaz-
ného stavu 24—50 h). Tyka se to predeviim stability
celého systému.

Velmi podrobné rozpracovali kontinudlni biosyntézu
kyseliny glutamové pracovnici firmy Merck (patent USA
€. 3402104, 1968, patent VB ¢&. 1126573, 1968) s pro-
dukénim kmenem Micrococcus glutamicus ATTC 13 761,
vyZadujicim biotin. Pfedmé&tem patentd je dvoustupfiova
nebe tfistupfiovd kontinudlni kultivace producenta s po-
uZitim sacharidického zdroje uhliku [glukdza, melasa).
U obecu variant kontinudlni kultivace je prvni fermentor
pouZivan jako riistovy a slouZi k dosaZeni v§chozi pro-
duk¢ni koncentrace mikrobidlnich bunék. Druhy stupeil
dvoustupfiové kontinudlni kultivace (produkéni] a dru-
hy a tfeti stupeli tfistupfiové kultivace (pfechodny a
produkéni]) slouZi jiZ k hromad&ni produktu. Zvla§tnosti
postupu podle téchto patentd je umélé vytvofeni risto-
vé inhibiéniho prostfedi. Autofi se zmifiuji o dvou zpi-
sobech dosaZeni tohoto efektu. Prvnim z nich je limi-
tace ristu kultury Fizenym vyéerpidnim obsahu nikte-
rého ristového faktoru v kultivaénim médiu (biotin).
Druhym zpiisobem je inhibice riistu antibiotiky ([peni-
cilin, cefalosporin, oxamycin, streptomycin, bacitracin
a dal3f). Stejného ucinku miZe byt dosaZeno chemic-
kymi inhibitory, jako jsou fenol, propionan sodny, re-
sorcinol, cetyltrimetylamoniumbromid @atd. Autofi dali
ve vEtSiné pfipadd prednost druhému zpfisobu [peni-
cilin]. Celkové uspofadani obou variant kontinualnt
kultivace je zndzorndno na schématech:

doustypriovd kultivace :

tisluprora kultivoce :—5-'

Jednalo se tedy o dvoustupiiovou, resp. tF¥istupiiovou
kontinudlni kultivaci v sériovém uspoiddéani fermentor
s daldim pFitokem do 2. stupng, popfipadd do 2. i 2.
stupné. Do 2. stupn& dvoustupiiové kultivace bylo kon-

tinudlné priddvano bud kompletni Zivné médium s p¥i-
davkem penicilinu nebo pouze zdroj uhliku (melasa,
glukoza] a penicilin. U tfistupiiového procesu pritékala
do 2. fermentoru smés substrdtu a penicilinu. TFeti fer-
mentaéni stupeii, produkéni, slouzil k dokvafovani a byl
bud volné priitotny bez dalSiho pritoku, nebo byl kon-
tinualné pridavan pouze zdroj uhliku [melasa] jiZ bez
penicilinu. K dosaZeni odpé&iovaciho efektu chsahovaly
viechny pritoky do systému polymér propyléngliyvkolu
(Polyglycol 2000) v koncentracich 0,2—0,4 g/l. Zidané
koncentrace bunék produkéniho kmene bylo dosaZeno
v prvaim stupni systému. Koncentrace mikroorganismii
byla kontrolovana hladinou substratu a znaény vliv na
kvalitu a kvantitu bun#k kultury v celém systému m&ly
téZ dalSi kultivalni parametry (dodédvka kysliku, ph,
teplota a koncentrace CO,, kontrolovand na vystupu
z fermentoru). Pfidavek inhibitoru do druhého stupné
vedl ke skokové zméné v metaholismu kultury. Rast
byl prakticky zastaven a kyselina glutamovéd exkretovina
do meédia. Dostatecng dlouhd doba zdrZeni ve 2. stupni
dovolovala akumulaci relativné vysokych koncentraci
produktu a umoZiiovala pouZit dvoustupiiovy systém.
Presto u procesu, ktery vyZaduje diouhou dobu zdrZeni
ve 2. stupni pPedstavuje t¥istupiiovd kontinualni kulti-
vace dal3i pokrok. S vyuZitim 3. stupné (produkéniho]
bylo moZno zkratit celkovou fermentaéni dobu a pro-
dukt ziskdvat s vy35im vytd8Zkem a ve vyS3i koncen-
traci. Produkce a vytéZek kyseliny glutamové v pro-
dukénim stupni dvoustupfiové kultivace a pFechodném
a produkénim stupni t¥istupiiové kultivace byly oviivné-
ny kultivaéni teplotou, pH média, dodavkou kyslikuy,
koncentraci sacharid@i, aktndlni koncentraci kyseliny
glutamové, Kkoncentraci inhibitoru, dobou zdrZemi, po-
mérem pritoku z ristového stupn& k celkovému pfFitoku,
dobou pFestupu kultury mezi jednotlivimi fermentory.
U pomé&rd R; nebo R, {podle schématu napf. pro dvou-

Fy

Fy + Fy J
rozmezi 04:1 az 0,75:1. V dvoustupiiové kontinudlni
kultivaci s celkovou dobou zdrZ=ni 38,8 h bylo dosaZeno
akumulace kyseliny glutamové 52 g/l s celkovou vy-
téZnosti 43,4 %. Tristupfioveu kontinuédlni kultivaci [cel-
kovd doba zdrZeni 17,7 h) bez pfidavku melasy do
3. stupné dosdhli koncenirace 34,7 g/l kyseliny na vy-
stupu ze systému a celkové vyt8Znosti 42,2 0y. Podobné
vysledky byly naméfeny pro ob& varianty i v polopro-
voznim méfitku. P¥i limitaci rfistu deficienci biotinu
byla uCinnost procesu pongkud niz3i. O daldich pracich
zabyvajicich se kontinualni biosyntézou kyseliny L-glu-
tamové se zmifiuji ve své knize MeZinja et al. (1974).
Jsou to prdce Uedy (1969), Bekera a Viestura (1970) a
Yamady (1272). T&mito autory byl navrZen tF¥istupiiovy
systém kontinudlni kultivace mikrooorganismii produku-
jicich kyselinu glutamovou. Pokusy byly provdds&ny na
pidach, obsahujicich melasu, glukézu nebo n-alkany.
Zakladnimi zkoumanymi problémy byl vybér optimalni
koncentrace biotinu a inhibitorfi, potlaceni neZadouci
kontaminace. Jako efektivni inhibitory pro potladeni
kontaminace byly potvrzeny latky: sloudeniny fenolu,
nitrofuranu, sullanilamidy, formaldehyd, antibiotika a
vitamin K3 Koncentrace t&chto ldtek, poifebnd k po-
tlateni kontaminace o 40 % je vSak tak vysok4, Ze ovliv-
fiuje negativng i produk&ni kmeny. Tato skutednost do-
nutila pfedeviim japonské autory hledat kmeny re-
zistentni ke smési antibakteridlnich latek. Takové kmeny
jsou pro primyslové vyuZiti nejperspektivnéjsi (Yama-
da, 1972) a v poslednich letech byly ji¥ také izolovany.

V SSSR probiha také vyzkum kontinudlni biosyntézy
kyseliny e-ketoglutarové, kterd je prekurzorem kyseliny
glutamové. Prdce Sidka a Likovského [1967) a Bekera a
MezZinji [1973) predstavuji pokus o ziskani této kyseliny
na bézi n-alkanfi pouZitim kultury Candida lipolvtica.

stupiiovou kultivaci Rp = pouZzivali autofi
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Stabilni kontinudlni proces se uskuteciiuje pri zfedovaci
rychlosti 0,03—0,05 h—!. Produktivita kultury v dvou-
stupiiovém systému je 1,2—1,5krat vy33i neZ v jedno-
stupiiovém. Pfi pouZiti vicestupiiového kontinualniho pro-
cesu je moZno oCekdvat daldi zvy3eni.

Z dostupnych udajd vyplyvd, Ze priméarni problémy,
doprovézejici feSeni vicestupiiové kontinudlni biosyntézy
kyseliny glutamové — stabilita produkéniho kmene a
potladeni riistu neZddouci mikrofléry — nebyly doposud
uspekojivé vyFeSeny, a proto tento progresivni typ kul-
tivace nedosdhl zatim vyuZiti v primyslovém meéritku.

Literatura

[1] BEKER, M. E., MEZINJA, G. R.: Teorija i praktika nepreryvno-
go kultirovanija mikroorganizmov, AN SSSR, Moskva, 1973,
5. 12.

[2] BEKER, M. E., VIESTURE, L. A.: Mikrobiologifeskaja promy-
glennosf, 1970, &. 3, s. 55.

[3] HASHIDA, W. et Al.: Amino acids 6, 1962, s. 38.

[4] MATSUO, T., KUBO M., HASHIDA, W.: Amino acids 7, 1963,
s. 51.

MEZINJA, G. R. et al.: Teorija i praktika nepreryvnogo kulti-

rovanija mikroorganizmov, Nauka, Moskva, 1974.

[6] MIMURA, A. et al.: ]. Ferment. Technol. 41, 1983, s. 275.

[7] SIDKO, F. F., LIKOVSKIJ, G. M.: Nepreryvnoe upravljajemoe
kultirovanie mikroorganizmov, Nauka, Moskva, 1967.

[8] UEDA, K. et al.: ]J. Ferment. Technol, 41, 1963a, s. 148.

[9] UEDA, K. et al.: J. Ferment. Technol. 41, 1953h, s. 450.

[10] UEDA, K., TAKAHASHI, H., OGUMA, T.: ]J. Ferment. Technol.
41, 1983c, s. 645.

[11] UEDA, K., TAKAHASHI, H., OGUMA, T.: IAM Symp. Microbiol.
No. 5, Biochem. Eng., Tokyo, Proc., 1963d, s. 232.

[12] UEDA, K.: Ferment Advan., 3rd Internat. Ferment. Symp., New
Brunswick, Proc., Perlman. D., E., Academic Press, London,
New York, 1939, s. 43.

[13] YAMADA, K.: The microbial production of amino acids, Ko-
1975, s. 24

15

Pilat, P.: VyuZiti kontinuidlni kultivace p¥Fi biosyntéze
aminckyselin. 1. Kyselina L-glutamova. Kvas. prim. 23,
1977, €. 3, s. 60—62.

Clanek podava prehled o soudasném stavu vyuZiti me-
tody kontinuélni kultivace pro biosyntézu kyseliny glu-
tamoveé. Hlavni problémy FeSeni vicestupiiové fermen-
tace, stabilita produkéniho kmens a potlaceni riistu kon-

taminujicich mikroorganismi, nebyly doposud uspoko-
jivé vyPeSeny a proto tento vyhodny typ kultivace mi-
kroorganismii nedosdhl zatim vyuZiti v priamyslovém
méritku.

Muaar, I[1.: TpaMeHeHHe HenpepbLIBHOW KYJAbTHBAUWH 4%
OuocHHTE3a aMHHOKHcaoT. 1. L-rAyTaMHHOBAs KHCJAOTA.
Ksac. npym. 23, 1977, Ne 3, cTp. 60—62.

B crartee npuBejien 0630p COBpPeMeHHOH VDPOBHH MPHMEHE-
HHS MeTOJa HeNpepblBHOH KVJbTHBALMH A OHOCHHTE3a
L-riyTaMuHOBOH KHCIOTH. Camble BayKHble NPOGJEMMBI pe-
LHIeHHA MHOTOCTYNEHYATOH (pepMeHTalHH, YCTOHYHBOCTDL
NpOH3BOJACTBEHHOrO IUTAMMAa H HHrHOMpPOBaHHE DOCTA KOH-
TAMHHAIHH, HeOBIIH [0 CHX TNOP YJIOBJETBOPHTEJBHO pas3-
PEUIeHBl H noToMy 3TOT Bbl[‘O,Ele]I‘;I THI KYJ/JbTHBALlHH
HEJOCTHTHYJ elié MPHMEeHeHHS1 B MPOMBIIIIEHHOM Maclitade.

Pilat, P.: The Use of Continuous Cultivation for Bio-
synthesis of Amino Acids. I. L-gluiamie acid. Kvas. prim.
23, 1977, No. 3, pp. 60—62.

The article gives the survey about the recent state
of using the continuous cultivation for biosynthesis of
L-giutamic acid. The main problems of solving the
multi-stage cuitivation, including the stability of the
strains and the inhibition of contaminants has not been
satisfactorily soived. Hence this advantageous type of
fermentation has not reached the wide industrial appre-
ciation.

Piiat, P.. Verwendung der kontfinuierlichen Kaulti-
vierung fiir die Biosynthese der Amingsduren. I. Die
L-Glutaminsdnre. Kvas. prim. 23, 1977, No. 3, S. 60—82.

Der Artikel gibt eine Ubersicht iiber den gegenwiirti-
gen Stand der Ausnutzung der kontinuierlichen Kulti-
vierung fiir die Biosynthese der L-GlutaminsZure. Die
Hauptprobleme der Losung der mehrstufigen Fermenta-
tion, die Stabilitdt des Produktionsstammes und die Hem-
mung der Kontamination, wurden noch nicht beiriedi-
gend geldst und darum ist diese vorteilhafte Art der
Kultivierung der Mikroorganismen in industriellem Mass-
stab bisher nicht verbreitet.



