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Ovod

Z literdrnich tidaji je zfejmé, Ze studium kontinuédlni
biosyntézy aminokyselin (dosud popsdny pouze Kyselina
L-glutamova a L-lysin) je moZno rozdé&lit do 3 zdkladnich
okruhti problémil. Jedné se o stabilitu produkénich auxo-
trofnich mikroorganismd, studium a n&vrh parametrfi
vlastniho produkéniho procesu a konetné snahu o dlou-
hodobé udrZeni sterility kontinudlni kultury. Slezdk et
al. (1969) a Davydovié et al. (1974) popsali reverzi pro-
duk¢nich mikroorganismfi na neprodukéni prototrofni
kmeny v kontinudlni kultivaci. PFedpoklddd se, ¥e tento
problém je feSitelny pfipravou vicestupiiovfch mutant.
V souhlasu s povahou biosyntetického procesu jsou po-
uZivany vicestupfiové kontinudlni systémy. Pfehled pra-
ci a poznatkli je shrnut napf. v monografii autorli Me-
Zinja et al. (1974). T¥istupiiovd a CtyFstupifiovd kontinu&l-
ni biosyntéza lysinu jsou popsdny také v patentové li-
teratufe (sovétské patenty & 255161 a 258 845, 1973;
teskoslovensky patent & 170437, 1977). Prvy stupeii
slouZi k propagaci bun&k kultury (riistova fdze) a vlast-
ni biosynteticky proces probihd v dalSich fermentorech.
Biosyntéza aminokyseliny je fizena davkovédnim Zivin do
jednotlivfch fermenta¢nich stupiii kontinudlniho syste-
mu (s vyjimkou posledniho). V3echny doposud popsané
kontinudlni procesy vyuZivaly jako hlavniho zdroje uhli-
ku sachardézu. Pouze prdce polskych autord (Blaszezyk
et al., 1980) je zamé&Fena na pouZiti kyseliny octové. Bo-
haté fermentacni plidy, pH fermentace v okoli hodnoty 7
i vlastni podstata kontinudlniho systému jsou faktory,
které znatn& ztéZuji dlouhodobé udrZeni sterility fer-
mentace. Timto problémem se zabyvala Fada autorfi
(zvlaste prFi studiu biosyntézy kyseliny glutamové] a
adaptovali produkéni kultury k pfidavku rdzngch inhi-
bitordl riistu kontaminujicich mikroorganismfi nebo p¥imo
pfipravili produké&ni mutanty rezistentni ke smési proti-
bakteridlnich latek [Ueda 1969; Beker a Viestur, 1970,
Yamada, 1972).

PredloZend studie je pfispévkem k feSeni prvého a
druhého ze zminé&nych okruhfi problémi. Otidzka dodateé-
né genetické stability produk&niho mikroorganismu byla
FeSena pPipravou supresorové mutanty v§choziho ‘auxo-
trofniho kmene Brevibacterium sp. Hom—, AECT [&esko-
slovensky patent ¢. 206 946, 1981).

MATERIAL A METODY

Kultura: Supresorova mutanta Brevibacterium sp. CCM
AO B/79, ptfipravend jako produk&ni mikroorganismus
vhodny pro kontinuélni biosyntézu lysinu.

Kultiva#ni podminky: Po nériistu v termostatu na ma-
sopeptonovém agaru (28°C, 36—48 hodin) byla kultura
prevedena do inokula&nich tfepacich 500 ml ban&k (50 ml
piidy obsahujici 25 g.1-! sachardzy a 30 g.1-! kuku-
Fiéného v{luhu, pH 7,0). Po uplynuti 30 hodin bylo ino-
kulum pfevedeno do inokulaéniho 20litrového fermentoru
[2% obj.) obsahujiciho stejnou pfidu (pracovni objem
10 1, michdni 350.min-1, vzdudnéni 10 1.min-1, 4 za-
rdZky, 2 oteviend turbinovd michadla se 6 lopatkami
Din = 0,5 Dy, teplota 28°C). Kultiva&ni doba 14 hodin.

Jako vlastni kontinudlni fermenta&ni systém byly po-
uZity 20litrové fermentory se stejnym vnitfnim uspofa-
ddnim (michan{ 470.min—1, teplota 28°C) a nésledujici
vichozi pidou (téZ pFitok do 1. stupné& systému]: sacha-
réza 150 g.1-1, kysel§ hydrolyz4t ara3idové mouky
200 ml.1-! [neutralizovan§ amoniakem, odpovidd 30g.
.1-1 mouky), kukufiény v§luh 10 g.1-1 (odpovidajici
podil po rozpulténi a separaci tuhého podilu), KH,PO,
2 g.1-1, MgS0,.7H,0 0,3 g.1-1, technicky§ biotin (1 %)
0,005 g.1-1, thiamin 0,0002 g.1-1, polypropylénglykol
(PPG) 02 ml.1-1 V souhlasu s na$imi nalezy a literar-
nimi tdaji (napf. Beker et al., 1973] byl v obou fermen-
torech pouZivan rizny reZim vzdudn&ni, v prvém stupni
10 1.min-1 (1 VVM] a v druhém stupni 3 1.min—?
(0,3 VVM]. pH piidy bylo automaticky udrZovadno na hod-
noté 6,8—7,0 ddvkovdnim NH;OH nebo NaOH. Systém
jednotlivgch priitokt a pracovnich objema (1. stupeii
7—10 1, 2. stupeii 7—12 1) byl upraven tak, aby spliioval
poZadavky na dosaZeni Zadanych zfedovacich rychlostf,
resp. dob zdrZeni. Spin&ni t&chto poZadavkd bylo limi-
tovdno charakteristikami fermentord a &erpacf techniky.
Do 2. stupné byla ddvkovédna smé&s sachardzy a kyselého
hydrolyzédtu arasidové mouky, takZe celkova divka v z&-
véretnych pokusech &inila 180 g.1-! sacharidu a 250
ml.1-1 hydrolyzatu. V prib&hu fermentaci bylo ‘k od-
péfiovani pouZivdno PPG. PFitok pidy do systému byl
zahdjen v 6.—12. hodin& po inokulaci [10 % obj.). Dal3i
podminky fermentaci jsou uvedeny v experimentiln{
tasti.
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Analytické metody: Rist kultury byl sledovan gravi-
metricky, koncentrace L-lysinu byla stanovena mano-
metricky pomoci lysindekarboxyldzy [Kleinzeller et al.,
1954), obsah volnych aminokyselin papfrovou chromato-
grafif a chromatografii na tenké vrstvé (Jones a Heath-
cote, 1966).

VYSLEDKY

Vicestupfiové kontinudlni systémy popsané v literatufe
vyhovuji velmi dobfe charakteru produkéniho procesu
(riistovd a produkgni féze) i vlastnostem pouZivanjych
auxotrofnich mutant. Z realizaéniho hlediska je oviem
pouZiti 3stupfiového a dokonce d4stupiiového kontinual-
niho systému pro sloZitost zcela neperspektivni. Nasi
snahou bylo nalézt takové uspofadani, které by bylo
jednodussi a soucasné vyhovovalo kinetice biosyntézy
lysinu s novym kmenem. Rozborem jednordzového pro-
cesu (prim&rnd vytéZnost ¢inila 60 g.1-! L-lysinu za
70 hodin) byly potvrzeny literdrni tGdaje o nutnosti od-
déleni riistové a produkéni faze fermentace. Tato sku-
tetnost byla ov&fena téZ experimentdln& v jednostupiio-
vé kontinudlni fermentaci. Zdkladem prace byl 2stupiio-
v§ systém, jehoZ parametry byly Edstetn& optimalizovany
b&hem studia. Podobn& jako v pPedeSlych pfipadech
1. stupeii systému pracoval jako kontinudlni inokulator
a hlavnim prvkem optimalizace jeho reZimu v této préci
byla riistovd produktivita D;X; (g.1-1.h-1). Nam&feneé
idaje jsou v tabulce 1. Z tabulky je zfejmé znaZné plo-
ché zavislost riistové produktivity fermentafniho stupné
pFi vysSich zfedovacich rychlostech. Relativng niZ3i hod-
noty produktivity odpovidaji vlastnostem nového kmene
a jeho sniZené ristové rychlosti ve srovnéni s vychozi
auxotrofni mutantou (na drovni bangk zjiSténa pmax =
= 0,31 vers. 0,52 h—1). Také v hodnot& saturaéni kon-
stanty riistu na sacharéze byly nalezeny v§znamné
rozdily (Ks = 0,259 vers. 0,105 g.1-1). PFi volbé opti-
malni zFedovaci rychlosti v 1. stupni D; bylo rozhodujici
mnoZstvi a stav bun&k kultury vstupujicich do 2. [pro-
dukéniho) stupnd. Méfenim bylo potvrzeno, Ze produke-
ni aktivitd kultury vyhovuje nejlépe rozsah D; =
= 0,10—0,14h-1

Tabulka 1. Kinetika rdstu a produkce lysinu kulturou
Brevibacterium sp. CCM AO 6/79 v 1. stupni
kontinudintho systému

(] DX DyL
Dy : X i Ly -1
h-1 [11‘;1!51] g.1-1 g--ﬁ_i- g.1-1 8'- 1_1
0,05 20,0 9.0 0,45 11,0 0,55
0,08 325 8,2 0,65 8,6 0,69
0,10 10,0 8,2 0,82 5.0 0,50
0,12 8,33 6,5 0,78 3,2 0,385
0,14 7,15 5,7 0,80 25 0,35
0155| 645 | 5.4 0.84 13 0,20
019 525 | 40 0.76 = =

Pracovni reZim 2. stupné kontinudlniho systému byl
testovan ve dvou modifikacich vZdy s dalSim piitokem
sacharézy a hydrolyzdtu mouky. V prvém pfipadé jsme
pouZili kontinudlni postup, kter§ ovSem slopZil jako
srovndvaci. Z literdrnich ddaji i naSeho studia vyplyvi,
Ze vicestupifiové systémy lépe vyhovuji povaze biosynte-
tického procesu pfedev3im proto, Ze dal$im pfitokem jed-
notlivfch Zivin je moZno lépe stimulovat vysokou pros
dukéni aktivitu kultur a tidit cely proces. Jako kompro-
misni feSeni vyhovujic{ 1épe poZadavkim biosyntézy ly-
sinu neZ 2-stupiiovy kontinudlni postup a pfedstavujici

soutasné vyznamné zjednoduSeni fermentaéniho systému
(ve srovndni s popsanymi 3stupfiovfmi a 4stupfiovymi
fermentacemi) byl navrZen 2. stupeii se semikonti-
nudlnim reZimem (pfesnéji 2 fermentory pracujici semi-
kontinudlné ve stfidavém cyklu). Toto Fedeni bylo také
umoZnéno diky vlastnostem nové produkéni mutanty
(nap¥. snifené nutridni poZadavky ve srovnani s klasic-
kymi auxotrofnimi kmeny). Popsané a pouZité fermenta-
ni systémy jsou zndzorndny na schématu 1. Naméfend
kinetika biosyntézy lysinu v 2stupfiovém kontinudlnim
systému (varianta A) je uvedena v tabulce 2.
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varianta A: 1

FT F3
yartanta B: 1

Obr. 1. Modifikace dvoustupiiového kontinudiného sy-
stému

Tabulka 2. Produkce lysinu kulturou Brevibacterium sp.
CCM AO 6/79 v 2. stupni a celém systému
kontinudlniho procesu (varianta A}

4 S LI, L

11 2 b a

oy |y [yl % 1S [ B 9 |Yys
= h g. g.1-1 Ead=llg 1=1, %

h= n—t

20,0 38 30 0,79 58 41 0,71 22,8

10,0 33 36 1,09 43 41 .95 22,8
8,33 3 35 1,13 3933 38 0,97 21,2

Pracovni reZim 2. stupné& varianty B spodival ve stf¥i-
dani 8hodinov§ch &asovych intervalfi, charakterizovan§ch
odb&rem poloviny obsahu fermentoru s nésledujicim kon-
tinudlnim docerpdnim na plivodni objem a dokonéenim
cyklu jednorédzovou pritokovanou fermentacf. V tomto
smyslu se tedy fermentory 2 a 2’ st¥idaly ve fdzich pra-
covnfho cyklu. Naméfené v¢sledky jsou uvedeny v ta-
bulce 3.

Ze srovnani vysledkdl uvedengch v jednotlivch tabul-
kéch vyplyvd, Ze za stejnych podminek [D; = 0,10h-1)
jsou wv¢sledky pfi uspofdddni B pfiznivEj$i (produk®ni
rychlost v 2. stupni 1,20 vers. 1,09 g lysinu.1-1, h-1,
Yi/s 23,4 vers. 22,8 %). Dal¥f m&feni a srovnavan{ _pFi
vy38i zFfedovaci rychlosti v 1. stupni bylo omezeno apa-
raturou. Pfesto vysledky hovo®l jiZ jednozna&ng& ve pro-
spéch varianty se semikortinuélnim reZimem ve 2. stupni.
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Zvysenim D) se produkéni rychlost i celkovd produktivita
systému vyznamné zvySila. O skutecnosti, Ze varianta B
vyhovuje lépe fyziologickym poZadavkiim biosynteticke-
ho procesu sveédei i zmény v koeficientu konverze sa-
charozy na lysin Yiss, ktery se v tomto pfipad& zvysil aZ
na 25,5 % (u varianty A naopak mirny pokles).

Tabulka 3. Produkce lysinu hulturou Brevibacterium sp.
CCM AO 6/78 v 2. stupni a celém systému
kontinudiniho procesu [varianta B}

- L-h =
1' @, L;—L 8. a Ly, a Y

{1/D4] 25 B 2 ’ " Lis

B ho g 1-1g 11, | B [8.0=T]g 11 U

sh=1 ~h-1
| | |
10,0 32 384 | 1,20 42 | 425 | 1.0 23,4
7,15 a3 435 | 1.32 40,15 | 46 115 25,5
|

Tabulka 4. Casovy pribéh produkce lysinu v 2stupfiové
kontinudlni fermentaci parianty B a v jedno-

rdzovém procesu i
Produkce lysinu |
Fermen- | ye 2 fermen- S ZvySeni produkce
taéni taioeh v kontinual- |  ykontinualnim
doba (jednora- nim systému
h z0vE) systému %
| gt | B
I |
70 120 62 —
155 ‘ 240 298 24,0
240 | 360 534 48,3
32yl 480 774 61,3
410 | 600 1011 68,5
425 600 1053 75,5
|
DISKUSE

V tvodni ¢asti prace je zminka o hlavnich problémech
doprovéazejicich TeSeni kontinudlni biosyntézy L-lysinu.
Genetické stabilita produkéniho kmene byla zvlddnuta
pfipravou supresorové mutanty. Ofekdvané vlastnosti
kultury byly experimentdlné potvrzeny na trovni dlou-

hodobého pasdZovani baiikovych kultur (s ovéfovanim

produkéni kapacity) i na Grovni popsaného kontinual-
niho systému (primérnd délka fermentace 200 hodin].

Ze srovndni obou variant kontinudlniho procesu vy-
pl¥va vyhodnost systému B, kter§ podle pfedpokladu
lepe vyhovuje poZadavkim biosyntézy lysinu a jejiho
fizeni. MoZno pfedpokladat, Ze semikontinudlni rezZim ve
2. stupni je ptibliZnou simulaci 2. a 3. stupné 3stupfio-
vého systému s dostatefnou moZnosti regulace biosynte-
zy aminokyseliny. JiZ prvni srovnani s vysledky jedno-
razové fermentace (60 g.1-! za 70 hodin, tedy produk-
tivita 0,86 g.1-1.h-!) vyznivad jednoznacn& ve prospéch
kontinudalniho procesu. V¢hody kontinudlnich systémi
se vyrazn® projevuji aZ pri dostatetné délce fermentace.
Pogdtek je doprovazen ztratovym Casem, Kter¢ je ameér-
ny délee ustalovani rovnovaZného stavu (v nafem pfii-

padé-bylo tohoto stavu na vytoku na systému dosaho-

vano pribliZzné po 80 hodindch fermentace). Dalsi ztraty
pfedstavuje neprodukéni prvni stupefi systému. Jednalo
se’ také o to, nalézt takové uspofadéni, ve kterém je
podil Easovych ztrdt z rlistového fermentoru- nejniZsi.
Na druhé strapé je také pribsh jednordzové fermentace

doprovédzen - ztratovym &asem. Pfi uvaZovéani dlouhodobé’

série fermentaci-je amérny &asovému intervalu - mezi
jednotlivimi procesy, délce ristové a produkéni-lag-fdze.
Bilanéni dlouhodobé srovnani obou typt fermentace je

uvedeno v fabulce 4. KaZdy z obou produkénich fermen-
tort varianty B poskytuje 46 g lysinu.l-1 za 33 hodin,
tedy 1,39 g.1-1.h-1 Pro srovndni jsme pouZili dva jed-
nordzové pracujici fermentory (produkce 60 g.1-1 za
70 hodin, interval- mezi fermentacemi 15 hodin). Z ta-
bulky je zFejmé vyrazné zvyieni produkce aminokyseliny
v kontinudlnim systému, pFicemZ kontinudlni produkce
pfevaZuje pFibliZngé od 100. hodiny. Na tdrovni 400hodi-
nového ¢€asového intervalu pPedstavuje zv¢Seni témér
70 %.

PiredloZenad studie je prispévkem k problematice kon-
tinudlni biosyntézy aminokyselin ve které byl pouZit
novy typ produkéniho mikroorganismu i novy typ kon-
tinualniho systému. Po dalSi optimalizaci kultivatnich
podminek [parametry kontinudlniho systému, sloZeni
fermentacni plidy i pfitokli atd.] by bylo moZno dosdh-
nout dalsiho zvySeni produkce. V jednorazovém procesu
bylo napf. dosahovéano produkénich rychlosti aZ 1,7 g.
.1-1'.h-1 a konverze sachardzy na lysin byla aZ 32 %.
Je vBak zfejmé, Ze z realizatniho hlediska by v soutasné
dob& bylo nejvétsim problémem udrZeni sterilnich pod-
minek v dlouhodobém procesu i za popsanych zjedno-
dusSenych podminek. Bilantni rozbor fermentaci a meta-
bolismu kultury (napf. soufasnd produkce: dalSich ami-
nokyselin] budou predmétem dalS§iho sdéleni.

PouZité symbaoly

X — koncentrace bunék kultury, g sufiny bioma-
sy.1-1

; — koncentrace L-lysinu, g.1-1

F — rychlost pfitoku nebo vwytoku ze systému,
ml.1-1

v — pracovni objem fermentoru, 1

“ — specifickéa rfistova rychlost, h—1

D — zfedovaci rychlost, h—1

C] — stiedni doba zdrZeni, h

DX — riistova produktivita, g suSiny biomasy.1-1.
.h-1

L

DL(—) — biosyntetickd produktivita, g L-lysinu.1-1.

.h-1

Ks — saturatni
g.1-1

Yi/s — konverzni koeficient, U (g produktovanéha

lysinu/g spotfebované sachardzy . 100)

konstanta rilistu na sacharoze,

Indexy: 1 — prvy stupeil systému
2 — druhy stupeii systému
Zddngy — cely kontinuélni systém
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Pilat, P., Paletkova, F.: Dvoustupiiova konlinualni bio-
syntéza L-lysinn. Kvas. priim., 28, 1982, ¢. 12, s. 278—
281.

S wyuZitim supresorové mutanty Brevibacterium sp.
CCM AO 6/79 jsme studovali podminky kontinudlni bio-
syntézy L-lysinu. Ve srovnani s literdrnimi Gdaji (vice-
stupifiové kontinuadlni systémy) byl produkéni proces
vyznamné zjednodusSen pfi dodrzeni optimédlnich podmi-
nek biosyntézy aminokyseliny. Nejvy3$3i vytéZnosti bylo
dosaZeno pri pouZiti dvoustupiiové kontinudlni kultury
se semikontinudlnim reZimem ve druhém stupni. Ve
srovnédni s jednordzovou fermentaci se produkce L-lysinu
zvysila pFiblizné o 70 %.

Muaar, I, TNMaaeukosa, ®.: [ByXcTyneHHATHIH Henpephis-
Hblii GuocHHTes L-NM3una, Ksac. npywm. 28, 1982, Ho. 12,
erp. 278—281,

C 1npuMmeHeHHEM CYNpecCcOpHOTO MyTanta Brev bacterium
sp. CCM AO 6/79 uaywajuch yCI0BHg HenpepuisHOro 6Ho-
cHHTe3a L-ausnuHa, [lo cpaBHenHio ¢ JMTeDaTypPHBIMH [aH-
HBIMH (MHOrOCTYNEHUaThle HeNnpepHBHbE CHCTeMBbI) [PO-
Hecc NPOAYKHHH Obll 3HAYMTEJNbHO YOpouUlen Tpu cobiio-
JIeHHH ONTHMa/IbHBIX YCJOBHIl OHOCHNTE3a AMHOKHCIOTHL
Boicinnii BEIXOA OBUT JOCTHMEH [PH [HDHMeHEHHH JIBYXCTY-
MeHYaTod HEeNnpepBLIBHON KYJABTYPHL €  [HOJYHENPePLIBHLIM
pexuMoM BO Bropoit crenenu. [lo cpaBHeHHIO ¢ nepHoal-
yeckoll depMenTauiei npoayeuua JI-au3uHa  (10BLICHIACH
npubansnrensio Ha 70 %.

Pilat, P., Paletkova, F.: Two-stage continuous biosynthe-
sis of L-lysine. Kvas. priim., 28, 1982, No. 12, pp. 278—281.

The conditions of the L-lysine continuous biosynthesis
was studied using the suppressor mutant Brevibacterium
sp. CCM AO 6/79. In contrast with literature data [multi-
-stage continuous systems the production process was
simplified maintaining the optimal conditions of amino
acid biosynthesis. The highest yields were achieved
using the two-stage continuous culture with the semi-
continuous regime in the second stage. When compared
with batch culture the production of L-lysine was in-
creased roughly by 70 Y.

Pilat, P. - Paleckova, F.: Zweistufige kontinuierliche
Biosynthese des L-Lysins. Kvas. prim, 28, 1982, Nr. 12,
5. 278—281.

Bei Anwendung der Supressor-Mutante des Brevibac-
terium sp. CCM AO 6/79 wurden die Bedingungen der
kontinuierlichen Biosynthese des L-Lysins studiert. Im
Vergleich mit den Literaturangaben (mehrstufige konti-
nuierliche Systeme] wurde eine bedeutende Verein-
fachung des Produktionsprozesses bei Einhaltung der
optimalen Bedingungen fiir die Aminosdure-Biosynthese
erzielt. Die hochste Ausbeute wurde bei der Applikation
der zweistufigen kontinuierlichen Kultivation mit semi-
kontinuierlichen Regime in der zweiten Phase erreicht.
Im Vergleich mit der periodischen Fermentation wurde
die Produktion des L-Lysins ungefdhr um 70 % erhdht.



