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L-lysin je aminokyselinou, které je v poslednich Ie-
tech ve fermentaénim primyslu vénovdna nejvétsi po-
zornost. Tyka se to téZ vyzkumu kontinualnich kultivaci.
jimiZ se v soucasné dobé& zabyvaji nejvice sov&tSti pra-
covnici.

Prvni studii s vyuZitim kontinudlniho procesu biocsyn-
tézy lysinu byla prace Slezdka et al. (1969). Autofi sle-
dovali stabilitu produkéni auxctrofni mutanty Coryne-
bacterium sp. v jednostupiiové kontinualni kultivaci. Pro-
centualni zastoupeni auxotrofniho a prototrofniho (re-
verze) kmene bylo po dobu 110 hodin téméf neménné
(4 aZ 5 % neproduk&niho pretotrofniho kmene). Po uply-
nuti této doby se zastoupeni prototrofa prudce zvyso-
valo. S vyuZitim udaji japonského patentu €. 26943
z rcku 19683 o preferenéni inhibici riistu prototrofnich
kmené erythromycinem bylo dosaZeno ponékud lepSich
vysledkti, av3ak po 110. hodiné kultivace =zastoupeni
neprodukéniho kmene opét prudce vzrostlo. Slezdk et al.
déale studovali proces biosyntézy lysinu v Z2stupiiové
kontinudlni kultivaci. K zajisténi dostateéné délky kon-
tinudlniho procesu byl pe 9C hodindch prvni stupen na-
hrazovan novou, Cerstvé piipravenou Kulturou. Bylo zjis-
téno, Ze vy3Si zifedovaci rychlost v 1. stupni mé pozitivni
vliv na biosyntézy lysinu a ve 2. stupni se koncentrace
produktu zvEtSuje se sniZovdnim zFedovaci rychlosti.
Maximélni produkce byle dosaZzno pii D; =036h-! a
D, = 0,022 h—1 (64 % ve srovnani s jednordzovou Kkulti-
vaci). Prerfistdni neprodukénich prototrofnich kmeni se
snaZili reSit také Davydovié et al. [(1974) u kmene Bre-
vibacterium sp. 22L. Zjistili, Ze optimaini pH kultivace
pro ob& mutanty jsou velmi blizkd (6,9—7,0) a kon-
centrace lysinu vy331 neZ 30 g/l mda inhibi¢ni vliv na
riist obou mikroorganismii. Podla Shiia a Sana (19691
ma byt riist revertovanych kultur inhibovdn n8kterymi
aminokyselinami, av3ak po sledovédni vlivu DL-methioni-
nu, L-cysteinu, DL-serinu a DL-valinu nebyl nalezen Zad-
ny vyznamny efekt. Podobného vysledku bylo dosaZcno
ddvkovanim antibiotik (erythromycin a levomycin). Riist
cbou mikroorganismi byl modelovidn a matematicky vy-
jadfen kontinualni kultivaci p¥i zfedovaci rychlosti
D = 0,25 h—1l. MeZinja a Cedere [1572) sledovali u kul-
tury Brep. sp. 22 vliv kvality a kvantity inokula na pro-
ces. PTi pouZiti kultury pfFipravené kontinualnim zpiiso-
bem se cyklus fermentace zkracoval o 25% a bylo
zjiSténo, Ze podminky pfipravy inokula neovliviiuji eko-
nomicky koeficient tvorby lysinu. Vy35i vychozi mnoz-
stvi bun&k kuitury (pres 15 % celkového objemu) vedlo
k eliminaci lag-fdze ristu a soufasné se dosahlo inten-
zivndjdi tveorby lysinu. PPi optimalni 30% koncentraci
inokula se fermentacni doba zkracovala o 17 % a také
ekonomicky koeficient tvorby lysinu wvrcholil hodnotou
32,6 % (vztaZeno na vyuZité sacharidy]. Rozborem dy-
namického rovnovazZného stavu v kontinudlni kultivaci

Do redakce do3lo 20. srpna 1976

Brevibacterium sp. 22 se zabyvala MeZinja [1975). Rist
kultury v phdé s melasou byl sledovdn v jednostupiio-
vém chemostatu pfi zfedovacich rychlostech D = 0,05 —
— 0,25 h—!. Kontinualni systém ziistaval stabilni p¥i
D =0,05—0,20h-!. PFi zm&n& pritoku pozorovala au-
torka oscilace parametrii systému a délka této pre-
chodné periody byla zdvisld na tom, do jaké miry se
novy pritok lifii od pfivodniho. Viiv michéni a parcial-
niho tlaku kysliku na rist a produkci lysinu, biochemii
a morfologii stejné kultury za podmineck jednostupiiové
kontinualni kultivace je obsahem prace Bekera et al.
(1973). PFi pO, = 0,01 MPa (0,1 at) a D=01h~1 po-
zorovali autofi maximalni rist, produkce lysinu se zvyv-
Sujicimi se otdckami michadla klesala. Aktivita citrat-
dehydrogenazy se 3,5krat sniZila a naopak aktivita lak-
tatdehydrogendzy se 2 aZ 2,5krdt zvySila. Vysoky stupeil
turbulence meédia piisobil zvySeni celkové redukéni ak-
tivity, poolu aminokyselin a bun&tnych proteini. VSech-
ny tyto skutecnosti se odrézely v intenzifikaci struktu-
rilniho metabolismu buiiky a sniZeni aktivity syntetic-
kého procesu. Po sniZeni parcidiniho tlaku kysliku
[pO, = 0,001 MPa (0,01 at)] bylo pozorovano sniZeni
narfistu kultury a zvy3eni produkce lysinu. Aktivita en-
dogennich procesii v buiice se sniZila [7,7krat) stejné
jako celkovd redukc¢ni aktivita. Aktivity obou enzymii
zlistdvaly na konstantni tirovni. Zvy3eni specifické ris-
tové rychlosti [D =0,2h-!, pO, = 0,001 MPa (0,01 at]]
vedlo k intenzifikaci strukturdlniho metabolismu a ener-
getickych procest v buiice. Tato skuteCnost byla indiko-
vdna zvySenim celkové redukéni aktivity (3krat), pro-
teinsyntetické aktivity a akumulaci proteinii a volnych
aminokyselin. Zména aktivity citratdehydrogendzy nehy-
la vyznamna a aktivita laktdtdehydrogenazy se zvysila
5krat. Akumulace biomasy byla tedy stimulovana pfi
vys$3ich a naopak optimélni podminky pro produkci ly-
sinu byly nalezeny pfi niZSich parcialnich tlacich kvsli-
ku. Prdace Ermujia et al. (1975) predstavuje pokus o
optimalizaci kuliiva¢nich podminek producenta lysinu
Brev sp. 22 v jednostupiiové kontinualni kultivaci mate-
matickymi metodami plénovani experimentd, tedy opti-
malizaci rlistové fdze produkéniho procesu. K optimali-
zaci pouZili autofi metodu pldnovani pokustti a metodu
regresni analyzy podle Nalimova a Cernové [1965). Jako
kritérium optimalizace s cilem ziskat maximélni mnoZ-
stvi aktivni kultury byla pouZita produktivita systému
P=D.X (g/l.h), jeko promé&nné parametry zvoleny
teplota kultivace, intenzita vzduSnéni, pH kultivace, kon-
centrace sacharidli a zPFedovaci rychlost. Bylo konsta-
tovdno, Ze funkci vazby mezi vstupnimi faktory a kri-
tériem optimalizace je moZno pro oblast optima s uspo-
kojujici pfesnosti aproximovat viceflenem 3. stupné&. Plé-
novani experimentii zakonfené vymezenim oblasti opti-
ma umoZnilo sniZit nutny pocet m&feni 2 aZz 3krat.
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Kontinudlni kultivace jako metodologicky pfFistup
k biosyntéze lysinu pronikla také do patentové litera-
tury. Z roku 1973 pochazi prace Zaraka (patent SSSR
¢. 255161). Predmdtem patentu je 3stupiiova kontinual-
ni kultivace produkéniho kmene Micrococcus glutaminus
s vyuZitim melasy jako zdroje uhliku. K udrZeni sterility
prostFedi se pouZivaji nitrofuranové slouceniny. Celkové
uspofddani systému je znézorn&no na schématu:

i

. 2

Do prvniho (spoudtdciho) fermentoru je davkovana
pida obsahujici melasu (10 %) a tento stupeil slouZi
k akumulaci biomasy kultury s 30 aZ 50% utilizaci
substrdtu. Do daldiho (pracovniho] fermentoru pritéka
obsah ptrede$lého stupné a soucasn& je pFiddvdana dalsi
fermentaéni piida, obsahujici 15 % melasy. V tomto fer-
mentoru je substrdat vyuZivan z 90 aZ 92 %. Dalsi &asti
aparatury jsou dva dokvaSovaci tanky pouZivané sibi-
davé k semikontinudlnimu dokonéeni procesu. Podle
autora toto provedeni fermentace znacné zvySuje rych-
lost riistu a tim intenzifikuje proces. V praci neni pro-
veden rozbor procesu ani piiklady pouZiti. Dalsim so-
vétskym patentem (& 258 845, 1973) je prdce autord
MeZinja et al., zabyvajici se vicestupiiovou kontinuiini
biosyntézou lysinu s pouZitim kmene Brev sp. 22. Kon-
tinudlng pracujici prvy stupeni  (inokulator) pii
D =0,17h-! [maximdlni produktivita systému) poskyt-
ne za 24 hod. 4krat vy$8i mnoZstvi bunék kultury, neZ
je moZné na stejné aparatufe ziskat periodickym po-
stupem. Hlavni proces fermentace probiha kontinualng
v nékolika navzajem spojenych fermentorech (jejich po-
¢et autofi bliZe neurcuji) za téchto podminek D = 0,03
az 0,2 h—-l, pH 6,2—7,0, intenzita aerace 35—40 mg
0,/l.min [sulfitovd metoda). V prvnim z téchto stup-
il se pfedpokldada dalSi pridavek substratu. Také v této
priaci nejsou uvedeny pfPiklady pouZiti a udaje o vlast-
nostech pouZivaného mikroorganismu, pfedevSim o sia-
bilité¢ béhem kontinudlni kultivace. V roce 1974 byla
poddna v CSSR prihld3ka patentd sovétskych autori
Viesture et al. [PV 125-74, 1976). Prdace se tyka perio-
dické nebo vicestupiiové kontinudni biosyntézy lysinu
na bédzi sacharickych zdroji uhliku, kyseliny octové a
méselné. Rizenym pfidavkem aminokyselin, potfebnych
pro riist kultury a stimulatord biosyntézy lysinu regu-
luji autofi procesy tvorby biomasy a produktu tak, aby
kultura byla b&hem celé kultivace udrZena v aktivnim
stavu a tim se zvySily vytéZky lysinu. Zminéné amino-
kyseliny (pro kmen Brevibacterium sp. 22L threonin a
methionin) a stimuldtory (thiamin a biotin) mohou byt
pridavéany ve formeé C¢istych latek nebo zdroji (kuku-
ficny extrakt, melasa, hydrolyzé&t kvasnic nebo ara3idové
mouky). Timto zpiisobem mé& byt dosaZeno 20% zvySeni
vytEZkd lysinu (aZ na 36 % podle vdhy vyuZitého cuk-
ru). Uspofddani vicestupiiové kontinudlni kultivace je
znazornéno na schématu:
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Autofi nazyvaji tento zplisob kontinualni kultivace
3stupifiovym systémem, ale jelikoZ vlastnim produk&nim
fermentorim (1, 2, 3) pfedchazi kontinudlni inokulaéni
stupeil (0), jde prakticky o 4stupfiovou kontinudlni apa-

raturu. Do prvniho fermentoru se pfivadi cCerstvé mé-
dium, sloZeni podobné Zivné padZ, pouZivané pfi fer-
mentaci periodickym postupem. Do tohoto stupné se
dédle kontinuding privaddi inokulum v mnoZstvi 15 aZ
25 %, vztaZeno na objem média. Kultivaéni kapalina
z prvniho fermentoru postupuje kontinualné dale do
druhého a tfetiho tanku. Pfitom se zfedovaci rychlost
D pohybuje v rozmezi 0,12 aZ 0,14 h—!. Prvni fermeator
slouZi k dosaZeni koncentrace bun&k produké¢éni kultury,
kterd je optimalni pro biosyntézu lysinu. Ve druhém a
iFetim stupni probihd v podstatd® pouze syntéza amino-
kyseliny. Ke zvySeni koncentrace lysinu ve fermentacéni
kapaliné se do druhého fermentoru pfivdadéji (kromé
zdroji aminokyselin a biostimulitorii) periodicky nebo
kontinudlné& plné asimilovatelné zdroje uhliku v tako-
vém mnoZstvi, aby koncentrace produktu v médiu do-
sdhla hodnoty 17 aZ 40 g/l (L-lysin-HCl). Jako pln& asi-
milovatelnych zdroji uhliku je moZno pouZit sachardzu,
glukozu, laktézu, tékavé mastné kyseliny [napfP. kyse-
linu octovou nebo mdéselnou] a etanol. Pro praktické
zkou3ky pouZivali autofi fermentory s pracovnim obje-
mem 30 m® (inckuladni fermentor 5 m3). S pouZitim
melasy jako zdroje uhliku i aminokyselin a biostimu-
latordi (celkova doba zdrZenmi 31 h) dosahli na vystupu
ze systému koncentrace 27 g/l lysinu (vytéZek 32,2 09).
PFi kombinovaném davkovani melasy a sacharézy a po-
uZiti kukufi¢ného vyluhu jako zdroje aminokyselin a sti-
muldtord procesu dokonce 35,7 g/l lysinu [vytéZek
36 % ). PouZiti melasy, kyseliny octové a kukufiéného v§-
luhu vedlo k akumulaci 33,2 g/l aminokyseliny. Podobné
jako v pfedeSlych pfipadech nejsou ani v této praci
bliZsi tdaje o vlastnostech pouZivané kultury a jejim
chovani b8hem kontinudlni kultivace.

Prehled praci a poznatkil sovétskych pracovniki o
kontinualni biosyntéze lysinu je stru¢né& shrnut v mo-
nografii autorli MeZinja et al. (1974), zabyvaiici se obec-
né teorii a praktikou kontinudlnich kultivaci. Pro vé-
deckovyzkumné a konstrukéni prace (stavba aparatury)
se pouZivd homoserindependentni mutanta Brev. sp. 22,
s niZ konali pokusy v chemostatu pri limitaci uhlikem
a kyslikem Beker a MeZinja (1968 a, b) a Ermujza et al.
(1968). Metodami vicefaktorového pldnovani pokusi bylo
objasnéno plisobeni zdkladnich parametrd vnéjs1 pady
jakc intenzity aerace, koncentrace zdkladniho energe-
tického zdroje (melasa), pH piidy a teploty p¥i riiznych
rychlostech priitoku (ErmujZa a MeZinja, 1968; Ermujzu
et al. 1974). Byly zjistény optimilni hodnoty téchto fak-
torti a dokdzana vzajemnda souvislost. ZjiSténé zavislosti
umoZiiuji Fidit proces riistu kultury v rozsahu koncen-
traci biomasy 1,8 aZ 13,7 g/l cestou komplexni zmény
faktortt vnej$i pidy a dosdhnout produktivity systému
aZ 24 g/l.h (MeZinja, 1969). Byly studovany pFechodné
periody pri zméné zdkladnich parametrt kontinudlniho
systému a vlastnosti samoregulace kultury pfi vytvofeni
rovnovazného stavu v chemostatu (MeZinja, 1974, 1975).
Bezborodov et al. (1973) a Beker et al. (1973) sledovali
vliv parcidlniho tlaku kysliku a intenzity michani na
nékteré ukazatele biochemické aktivity kultury. S ci-
lem dosahnout Fizeného procesu biosyntézy lysinu se
studuji morfologické, biochemické a fyziologické zavis-
losti pfi riznych podminkdch kultivace (Beker et al.,
1970, 1971; MeZinja et al., 1972; RukliSa, 1974). Proké-
zalo se, Ze v zavislosti na specifické rhistové rychlosti
v kontinualni kultufe, stejné i v jednorazové Kkultufre,
se méni pomér aktivity enzymi glykolyzy a cyklu firi-
karboxylovych kyselin [CTK]). Fyziologicko-biochemicka
charakteristika kultury se méni v zavislosti na koncen-
traci sacharidu v ptdé&. Charakter metabolismu bunék
pii zméné koncentrace cukru v pddé je uren intenzitou
michani. Maximélni specifickd rastova rychlost byla po-
zorovdna pii intenzitd spotfeby sacharidi 04 g/h.g
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biomasy a(-dP —L) [maximdlni specifickd rychlost
dt X [max

produkce lysinu) pfi rychlosti spotfeby 0,22 g/h.g
[pO, = 0,01 MPa (0,1 at)]. Pfedpoklada se, Ze syntéza
lysinu je regulovdna intenzitou metabolismu pfes CTK.
Ziskdvani lysinu kontinudlni kultivaci poskytuje znac-
né rezervy pro zvyseni efektivnosti vyroby. Produktivita
aparatury ve stadiu pifipravy inokula se zvySuje 6krat,
ve stadiu vlastni fermentace 2 aZ 3krat. Nékteré nevy-
hody kontinudlni aparatury, vyplyvajici pfedev3Sim z jeji
sloZitosti by mély byt kompenzovdny intenzifikaci vyrob-
niho procesu (MeZinja et al., 1974).

Z pifehledu je zfejmé, Ze v poslednich letech se
zvlasté v SSSR vénuje znatnd pozornost vyzkumu a po-
uZiti kontinudlni kultivace ve zminovaném odvétvi mi-
krobiologického primyslu. Pfes znacCné usili a dilci
Gspéchy nenaSel v3ak tento zpilisob ve vyrob& amino-
kyselin doposud 3ir3i pouZiti. PouZivané auxotrofni mu-
tanty, bohaté kultivaéni pady, kultivatni pH v okoli
hodnoty 7 i vlastni podstata kontinuélni kultivace pfed-
stavuji faktory, které znacfn& zt&Zuji dlouhodobé ucho-
véni vlastnosti p¥isluSného produkéniho mikroorganismu
a piredev3im udrZeni sterility kontinudlniho procesu.
Otazku stability kultury je moZno pravdé&podobné Fasit
pouze pomoci vicestupifiovyich mutant. K potlageni riistu
kontaminujicich mikroorganismii bylo pouZivdno S3iroké
spektrum inhibitord chemického i biologického pfivodu.
Pilsobeni téchto sloufenin vSak nebylo dostatecné selek-
tivhi a ovlivilovalo negativng i produkéni kmen. Tato
skutetnost vedla k hleddni produkénich mutant, rezi-
stentnich k témto la4tkdm. Podobné kmeny, rezistentni
k jedné nebo vice slou¢enindm antibiotického charak-
teru, byly jiZ popsdny, patentovdny a pouZity pro jed-
norazové Kkultivace. Prakticky ve v3ech citovanych pra-
cich zabyvajicich se celym procesem je navrhovana
3stupiiova aZ 4stupiiova fermentace. PouZiti tohoto sloZi-
tého systému doprovazeji popsané problémy v mnohem
vEtS1 mife neZ u jednostupiiové kontinudlni Kkultivace.
Také z ekonomického hlediska predstavuje tato apa-
ratura znacné porizovaci néklady na vlastni fermentory
i dopliikovad zafizeni (pumpy, regulace teploty, objemu,
pH, hladiny rozpusténého kysliku atd.). Je moZno ofe-
kavat, Ze v praxi pouZitelny kontinualni systém bude
pfedstavovat kompromisni FeSeni mezi jednordzovou a
vicestupiiovou kontinudlni kultivaci.
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Pri vyzkumu mikrobidlni syntézy aminokyselin je vé-
novana nejvétsi pozornost lysinu. V poslednich letech
je zvlast&€ v SSSR intenzivn& studovan kontinualni pro-
ces. PouZivané auxotrofni mutanty, bohaté kultivacni
pidy, kultiva¢ni pH v okoli hodnoty 7 i vlastni podstata
kontinudlni kultivace pFedstavuji faktory, které znaéné
zt8Zuji dlouhodobé uchovani vlastnosti produkéniho mi-
kroorganismu a udrZeni sterility kontinudlniho procesu.
PouZité 3stupiiové a 4stupiiové kontinualni systémy svou
sloZitosti tyto problémy dale prohlubuji.

Munar, T.: TpumeHeHHe HenpepLIBHOH KyJbTHBAUMH IS
GuocunTesa amuHOKHcaoT. II. L-nmmsun. Ksac. mpym. 23,
1977, Ne 4, ctp. 84—86.

Bo Bpemsa uccaenopanus MHEPOGHOJOTHUECKOrO CHHTe3a
AMHHOKHCJOT yhedsiercd camoe 0oJbllioe BHHMaHHE L-JH-
3udy. B rteuenme mocsennux roaos ocoSenno B CoBerckom
Cowse ucce10BaTeJH HHTEHCHBHO 3aHHMAOTCH HempephiB-
HbIM mpomeccom. [Ipumensiemble aykcoTpodHBle MYTaHTHI,
Gorateie cpenwl, 3nauenHe pH okogo 7 W HacTosulee cy-
LleCTBO HENpPepLIBHOH KyJbTHBALHM, NpeacTaBasfioT (akTo-
Pbl, KOTOpbie 3HAYHTEJbHO 3aTPYAHAIT JOJrOBPEMEHHOE
COXpaHeHHe CBOKHCTB NPOHM3BOJCTBEHHOTO MHKPOOpPraHH3Ma
H COXpaHeHHe CTePHJIbHOCTH HENpepbhIBHOH KYJAbTHBAIHH.
[Mpepnaraemple 3—4-cTyneHyaTsie CHCTEMbl CROeH CJAOXHOC-
TbIO 3TH MpoBJaeMbl fajee YrayG/asioT.

Pilat, P.: The Use of Continuous Cultivation during Bio-
synthesis of Amino Aeids. II. L-lysine. Kvas. pram. 23,
1977, No. 4, pp. 84—86.

In the research of microbial synthesis of amino acids,
the most attention has been devoted to L-lysine. In
course of recent years the continuous process has been
intensively studied particularly in USSR. The auxotroph
mutants used, rich cultivation broths, pH-value round
7 as well as the proper princip of continuous cultivation
are factors that make a long-terms maintenance of
properties of the production microorganisms and the
maintenance of the continuous cultivation sterilitv
considerably difficult. The complexity of the 3—4 -stage
systems proposed, intensifies these problems father on.

Pilat, P.: Verwendung der kontinuierlichen Kaltivierung
fiir die Biosynthese der Aminosduren. II. L-Lysin. Kvas.
pram. 23, 1977, No. 4, S. 84—886.

Bei der Forschung der mikrobiellen Synthese der Ami-
nosauren wird die groBte Aufmerksamkeit dem Lysin
gewidmet. In den letzten Jahren wird besonders in der
UdSSR der kontinuierliche Procef intensiv studiert. pic
Verwendung der Auxotrophmutanten, reiche Nahrboden,
pH der Kultivierung in der Umgebung des Wertes 7 und
das eigentliche Wesen der kontinuierlichen Kultivierung
stellen Faktoren dar, die das langfristige Erhalten der
Eigenschafen des Produktionsstammes und die Erhal-
tung der Sterilitdt des kontinuierlichen Processes be-
trdchtlich erschweren. Die angewandten komplizierten
3 bis 4-stufigen Systeme vertiefen diese Probleme noch
weiter.



