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Nedostatek bilkovin jako zdkladni sloZky potravy pro
&lovéka vyZaduje nuinost vyrovnat tento deficit vyrobou
mikrobidlnich bilkovin a aminokyselin. Jejich p¥iprava
fermentatnimi technologiemi je nepomérné kratsi ve
srovnani se zemédélskou produkci bilkovin. Mimofadny
vyznam je kladen na esencidlni aminokyseliny, napf.
L-treonin, L-tryptofan nebo L-lysin, ktery se soucasné
vyznamn# uplatiiuje jako doplngk krmiva pro vyZivu
hospodéfskych zvitat. Fermenta&ni v§roba aminokyselin
produkénimi mikroorganismy vyZaduje znafné mnoZstvi
uhlikatych zdrojd, které jsou opét vazdny na zemedel-
skou vyrobu (sacharosa, melasa, dusikaté substraty].
Vzhledem k limitovanému mnoZstvi a zvy3ujicim se ce-
nam klasickych zdroji uhliku pro fermenfaéni techno-
logie je v soutasné dob# vyznamné studium aplikace nd-
hradnich zdrojfi uhliku. To mohou byt jednak produkty
chemického prémyslu [syntetické latky jako kyselina
octova, etanol, glykoly apod.) nebo chemicky zpracova-
né piirodni materidly, napf. hydrolyzdty dfeva, raSeliny,
celulosovych odpadid apod.

VyuZiti hydrolyzath dfeva jako ndhradni uhlikaté su-
roviny za sacharosu nebo melasu je dosud omezeno
vzhledem k nizkému obsahu asimilovatelnfch sacharidd.
Koncentraci hydrolyzatd se sice zvy3Suje mnoZstvi cu-
kernych sloZek, ale soufasné se zvySuje koncentrace to-
xickych latek, plisobicich inhibiéné na riist mikroorga-
nismi. Kyselou hydroljzou se vzniklé monosacharidy
degraduji za vzniku urfité koncentrace furfuralu a
hydroxymetylfurfuralu, ktery je dale rozkldddn na ky-
selinu levulovou a déle na mravenci kyselinu. Na z&-
kladZ t&chto poznatkdl jsme sledovali postup aplikace
koncentrovanych hydrolyzédtd drfeva spolu s kyselinou
octovou na produk®ni kulturu kmene Corynebacterium
glutamicurm po ukon®eni riistové faze. V pokusech byla
pou¥ita mutanta Corynebacterium glutamicum 7/11, vy-
Zadujici k rfistu homoserin a kterd je soufasné rezistent-
ni vii¥i S-aminoetylcysteinu. Kultivace produkéniho kme-
mitovanou koncentraci sacharosy nebo melasy a po
ukon&eni riistové fdze (18 aZ 24 hodin kultivace] byla
do média ddvkovéna smds koncentrovaného hydrolyzatu
dFfeva, kyseliny octové a amoniaku jako zdroje dusiku.
Tento dvoufdzovy typ fermentace byl ovéfovdn v labo-
ratornim m&Fitku a dédle ve dvoulitrovych fermentaCnich
tancich.

MATERIAL A METODY

V pokusech byla pouZivdna mutanta produkéniho kme-
ne Corynebacterium glutamicum 7/11 ze sbirky mikro-
organismit VUOAB. Kmen se udrZuje pasdzovdnim na ma-
sopeptonovych agarech. SloZeni inokulaéniho média:
500 ml varné bafiky se plni 50 ml inokulaZniho média
tohoto sloZeni: sacharosa techn. 2 g, octan sodny krys-
talicky 1,5 g, kukufigny vyluh ([60% hm. sudiny) 3 g,
voda destilovand ad 100 ml; pH média se upravuje na
7,0. Inokula&ni material: po zaofkovani se bafiky kulti-
vuji na rota¥ni t¥epafice (240 ot.min.—!) p¥i teplotd
29°C po dobu 18—24 hodin. Vyrostlou kulturou se
v mnoZstvi 10% obj. zaotkuji 500 ml varné baiiky, které
obsahuji 20 ml fermentagniho média tohoto sloZeni:
sacharosa techn. 100 g, hydrolyzat araSidové mouky
20 ml, kukufitny vyluh (60% hm. suliny) 1 g, siran
amonny krystalicky 1 g, hydrogenfosforentnan draselny
0,1 g, siran hofecnaty krystalicky 0,01 g, uhli¢itan vé-
penaty mlety 3 g, voda destilovand ad 100 ml; pH média
po sterilaci 7,0. V pfipad# pokusii s melasou byly pouZzi-
vany koncentrace 10% obj. ve fermentanim médiu. Od

Tabulka 1. Obsah jednotlivijch sacharidit v koncentrova-
ném hydrolyzatu dreva (% hm.)

Glukosa 7,2
Xylosa 3,0
Mannosa 2,0
Maltosa 0,2
Arabinosa 0,1
Rhamnosa 0,05

24. hodiny kultivace se do fermentatniho média po in-
tervalech 6 hodin davkovala uhlikatd smés o tomto slo-
7eni: koncentrovany hydrolyzat dfeva (10,5 % hm. re-
dukujicich latek] 85 ml, koncentrovand kyselina octovd
(99% obj.) 10 ml a koncentrovany roztok hydroxidu
amonného (26% obj.) 5 ml; mnoZstvi ddvkované smési
se pohybovalo mezi 5—7% obj., vztaZeno na objem mé-
dia ve fermenta&ni bafice; pH média se mnoZstvim dév-
kované smési udrZovalo soufasné mezi hodnotami 6,8 aZ
7,0. Pfi pokusech ve dvoulitrovych fermentatnich tan-
cich bylo 50 ml inokula zaotkovano do 800 ml fermen-
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Tabulka 2. Produkce L-lysinu u kmene Corynebacterium
glutamicum 7/11 na fermentatnim médiu se
sacharosou a melasou a ddvkovdnim uhlikaté

Tabulka 4. Produkce L-lysinu u kmene Corynebacterium
glutamicum 7/11 pri aplikaci rizngch kon-
centraci kyseliny octové v ddvkované uhlika-
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centracemi sacharosy a ddvkovdnim uhlikaté =
smési v méFitku dvoulitrovich fermentacnich (s 10% obj. kyseliny 35,9
tanki octoveé)
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| glutamicum 7/11 v méFitku dvoulitrovjch
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Koncentrace sacharory ve fermentacni ptidé se pohybo-
vala od 4—10 % hm. Uhlikaté zdroje: sacharosa technicka,
melasa fepnda (60% hm. sacharosy), kyselina octova
[99% hm.), octan sodn§ krystalicky, koncentrovany
hydrolyzat dieva (10,5% hm. redukujicich ldtek) s obsa-
hem jednotlivich sloZek jak uvadi fabulka 1. Analytic-
ké metody: stanoveni L-lysinu, redukujicich latek, obsah
sacharidickych sloZek hydrolyzatu dfeva je uvedeno
v publikacich [1, 2, 3].

VYSLEDKY A DISKUSE

Experimentalni prdce s kmenem Corynebacterium glu-
tamicum 7/11 v laboratornim méritku s pouZitim sacha-
rosového i melasového média prokdzaly, Ze po vygerpad-
ni klasického zdroje uhliku je kultura schopna asimilo-
vat cukerné sloZky hydrolyzdtu difeva spolu s kyselinou
octovou. Pfitomnost inhibi¢n& pfisobicich ldtek hydro-
lyzatu, tj. furfuralu se za uvedenych podminek kultivace
jiz neprojevuje toxicky a neovliviiuje priib&h biosynté-
zy L-lysinu. V¥sledky kontrolnich pokusii a experimentd
s aplikaci kombinace koncentrdtu hydrolyzdtu dfeva a
kyseliny octové jsou uvedeny v fabulce 2. Tato zjisténi
jsme déale ovérfovali v méfitku dvoulitrovych fermentaé-
nich tankf. V prvé varianté pokust byl sledovdn vliv
davkovacich smési od 18. hodiny kultivace, a to v in-
tervalech po 4 hodindch s pouZitim fermentatniho mé-
dia s koncentraci sacharosy v rozmezi 4—10 % na po&at-
ku kultivace. Hodnota pH média byla standardné udrZo-
vana na 6,8—7,0 roztokem hydroxidu amonného 10 %
obj.

Produkece L-lysinu v méfritku dvoulitrovych fermen-
tatnich tankf na médiich s limitovanymi koncentracemi
sacharosy a davkovadnim uhlikatych smési jsou uvedeny
v tabulce 3.

Dale byla sledovdna problematika aplikace Koncentro-
vanych hydrolyzdti dfeva, a to v kombinaci s 3,5 dale
7.0 a 10% obj. konc. kyseliny octové a soufasné byl
zkrdcen interval davkovani na 3 hodiny. Fermentaéni
médium obsahovalo v iniciaéni fédzi kultivace pouze
8 05 hm. sacharosy a ddvkovani probihalo jiZ od 12. ho-
diny kultivace s pouZitim davkovaci smési v mnoZstvi
15 ml. pH média bylo udrZovdno na hodnotdch 7,0—7,2
standardnim zpfisobem. Byla prokdzdna zdvislost mezi
v§3i produkce L-lysinu a Kkoncentraci kyseliny octoveé
jako soutasti ddvkovaci uhlikaté smési. Monosacharidy
hydrolyzdtu se podileji za danych fermenta¢nich podmi-
nek na produkei pfibliZzn& 15 % a kyselina octovd [po-
dle aplikované koncentrace ve smési) 9—24 % na celko-
vém mnoZstvi produkované aminokyseliny. V{sledky po-
kusti uvadi tabulka 4. Na zakladé zjiSt&nych vysledki
byla sledovana moZnost pouZiti optimalniho sloZeni uhli-
katé smési, tj. koncentrovaného hydrolyzatu dreva
s 10% kyselinou octovou v dlouhodobé fermentaci, a to
s davkovanim od 12. hodiny kultivace v intervalech pn
3 hodindch a mnoZstvi 15 ml smési. Celkové mnoZstvi
smési davkované do fermentaéniho tanku pfedstavovalo
270—300 ml. Iniciadni koncentrace sacharosy ve fermen-
tatnim médiu se pohybovala mezi 7—10 % hm. V§sledky
fermentace jsou uvedeny v fabulce 5. NavrZeny postup
biosyntézy L-lysinu pfedstavuje do urfitého stupné typ
dvoufiazové fermentace, a to z hlediska aplikace rozdil-
nych zdroji asimilovatelného uhliku. V prvni fdzi kul-
tivace je asimilovdna sacharosa zabezpedujici riist a sou-
Casné iniciaci produkce L-lysinu [12.—18. hodina kulti-
vace); druhd fdze fermentace probihd na bazi utilizace
monosacharidii obsaZenych v koncentrovaném hvdroly-
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zatu dfeva a vyuZitim acetdatovych ionti pro biosyntézu
L-lysinu. Uhlikaté zdroje obsafené v ddvkovaci smési se
podileji na produkci piiblizng 40 %. Ve dvoulitrovych
fermentaCnich tancich se produkce L-lysinu pohybuji
mezi 36—42 g/l fermentaéniho média za 92 hodin kulti-
vace, a to v zavislosti na inicia®ni koncentraci sacha-
rosy v médiu na poédtku kultivace.

DosaZené vysledky produkce L-lysinu v uvedeném fer-
mentatnim méfitku ukazuji na redlnou moZnost aplika-
ce koncentrovanych hydrolyzati dfeva a jejich kombina-
ci s kyselinou octovou ve vy3iim fermenta®nim stupni
s cllem vypracovat technologicky postup pro primyslo-
vou pfipravu na bazi tdchto netradiénich uhlikatych su-
rovin. *
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Produk&ni kmen Corynebacierium glutamicum 7/11
hromadi ve fermentafnim médiu L-lysin pfi kultivaci
v sacharosovém nebo melasovém médiu  za podminek
davkovani uhlikaté smési obsahujici koncentrovany hyd-
rolyzédt dfeva a kyselinu octovou. Vysledky ziskané v la-
boratornim mé&Fitku byly ovéfeny ve dvoulitrovych fer-
mentacnich tancich, kdy za podminek optimélniho slo-
Zeni uhlikaté smési, vhodného intervalu dédvkovani a
mnoZstvi smési bylo dosaZeno produkei mezi 36—48 g
L-lysinu/l fermenta&niho média za 92 hodin kultivace.

Cmekan, @., Teaexosa, f., Kpymnxansa, B.. BuocHures
L-mu3nHa Ha 0a3e THAPOJIM3aTa [PEBECHHBI YKCYCHOI
KHCTOTHl B cayvae Corynebacterium glutamicum I sy
ta3nan depmentaums. Kpac. npym., 27, 1981, Ne 12, erp.
276—278.

Iiramm Corynebacterium glutamicum 7/11 nakanausaer

B (pepMeHTAauHOHHON cpene L-TH3HH npnH KYJIbLTHBHPOBaHHH
Ha4 CAX4PO3HOH HJM MEIACCOBOH CpejiaXx H B VCAOBHAX 0-
3HPOBKH YIVIEPOAOCOJepIKallell €MecH, B KOTOPYI0 BXOMIHT
FHAPOH3AT IPeBeCHHBH M YKCYCHam KucaoTa. Pesyastarhi,
NOJIyueHHbIE B IAGOPATOPHOM MacmTabe MpoBepsiics B hep-
MEHTAUHOHHHIX TaHKaX, eMKOCTBI0 B JBa JHTPa, H npH
YCIOBHAX ONTHMA/JIbHOrO COCTABa YIVICPOAHCTON CMecH,
YA0OHOrO HHTEPBAJa NO3HPOBAHHS H KOMHYECTBA CMECH Ghi-
7a JOCTHTHYTA NPOAyKuHa 36—48 L-nmusuua/n depuenta-
UHOHHON cpefisl B TeuenHe 92 wacos KyaLTHBHPOBAHHS.

Smékal, F. - Pelechov4, |. - Krumphanzl, V.: Biosynthesis
of L-Lysine Produced by the Corynebacterium glutami-
cum Strain in Media Consisting of Wood Hydrolysate and
Acetic Acid. Part II. Two-Stage Fermentation. Kvas.
priim, 27, 1981, No. 12, pp. 276—278.

During a cultivation of the strain Corynebacterium
glutamicum 7/11 on saccharose or molasses medium with
an addition of a mixture containing the concentrated
wood hydrolysate and acetic acid, L-Lysine is accu-
mulated in the broth. The results from shake flask cul-
tivations were verified in 2-litre fermenters. With the
optimum composition of a carbon source mixture, a
proper dose-interval and a quantity of the mixture, the
production of 36—48 g L-Lysine per litre of the cultiva-
tion broth was obtained during 92 hours.

Smékal, F. - Pelechovd, J. - Krumphanzl, V.: Biosynthese
des L-Lysins anf Basis des Holzhydrolysats und der
Essigséiure bei Corynebacterium glutamicum. II. Zwei-
-Phasen-Fermentation. Kvas. prim. 27, 1981, No. 12,
S. 276—278.

Der Produktionsstamm Corynebacterium glutamicum
7/11 h&uft im Fermentationsmedium L-Lysin an bei Kul-
tivation auf Sacccharose- oder Melassemedium und unter
Bedingung der Dosierung einer kohlenstoffhaltigen
Mischung, die konzentriertes Holzhydrolysat und Essig-
sdure enthdlt. Die im LaborausmaB erzielten Ergebnisse
wurden in 2-Liter-Fermentationstanks {berpriift. Bei
diesen Versuchen wurde bei Einhaltung der optimalen
Zusammensetzung der kohlenstoffhaltigen Mischung, des
geeigneten Dosierungsintervalls und der Menge der
Mischung die Produktion zwischen 36—48 g L-Lysin pro
Liter Fermentationsmedium im Verlauf der 92-stiindigen
Kultivation erreicht.



