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Fermentacna vyroba kyseliny glutamovej

MARIA SIMKOVA — LENKA SPITALNIKOVA

Sthrn. Klicovym faktorom biotechnoldgie vyroby kyseliny glutamovej je produkény
mikroorganizmus. V priemyselnej praxi sa v zahrani¢ni vyuZivaju mutanty bakterialnych
kmenov aerébnych rodov Brevibacterium a Corynebacterium.

Nase pokusy sme robili s bakteridlnym kmenom Corynebacterium glutamicurmm CCM
2428 ziskanym z Cs. zb. mikroorganizmov J. E. Purkyné z Brna. ktory viak nie je vyslach-
teny na produkciu kyseliny glutamovej.

V jednotlivych pokusoch sme menili zloZenie inokulacnej a fermenta¢nej pody a sledo-
vali ndrast biomasy, pH. konverziu C-zdroja. pritomnost kyseliny glutimovej v jednotli-
vych fazach vlastnej fermentdcie.

Najlepsie vysledky v produkcii kyseliny glutdmovej sme dosiahli pri pouziti melasy ako

Kyselina glutdmova zaujima dolezité miesto v mnohych priemyselnych od-
vetviach. V potravindarskom priemysle sa pouziva ako chutové prisada do
mrazenych a sterilizovanych vyrobkov a na zvySenie trvanlivosti vyrobkov.
Soli kyseliny glutdmovej (sodné, draselné, hore¢naté, vapenaté a zeleznaté)
sa pouzivaju vo farmaceutickom priemysle pri vyrobe lie¢iv. V textilnom prie-
mysle polymerizované vldkna glutamanu sa uplatiiuji ako nahrada prirodné-
ho hodvdbu. Kyselina glutamova ako stavebna zlozka bielkovin sa zicastfiuje
na dychani mozgového tkaniva, a preto sa vyuziva aj v humédnnej medicine
pri lieceni niektorych dusevnych ochoreni.

Koncom 50. rokov sa podarilo japonskym vyskumnikom vypracovat postup
pripravy kyseliny glutdmovej s vyuzitim mikroorganizmov a zacat tak éru fer-
mentac¢nej vyroby kyseliny glutdmovej. Aminokyseliny boli az do polovice
tohto storocia pripravované bud extrakciou hydrolyzatov bielkovin mikro-
bidlneho, zivo¢i$neho alebo rastlinného povodu, bud chemickou syntézou.

Y

Klac¢ovym faktorom biotechnoldgie sucasnych vyrob aminokyselin je pro-
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dukény mikroorganizmus, ktory musi spiiiat podmienku stabilnej extracelu-
larnej nadprodukcie prisluSnej aminokyseliny, a to pri zachovani dalSich opti-
malnych vlastnosti (optimélne rastové poziadavky, optimalna rastova charak-
teristika, potlacenie extraceluldarnej produkcie neziaducich latok). Vzhladom
na to, ze prirodzené zdroje mikroorganizmov neponukaja hyperproducentov,
je jadrom vyvoja tychto technoldgii priprava hyperprodukénych mutantov
[1]. V priemyselnej praxi v zahrani¢i boli vyuzité mutanty bakteridlnych
kmenov rodov Brevibacterium a Corynebacterium [2-8].

Materidl a metody

Pri fermentdcii kyseliny glutimovej sme pouzili zbierkovy mikroorganiz-
mus Corynebacterium glutamicum CCM 2428 ziskany z Ceskoslovenskej
zbierky mikroorganizmov J. E. Purkyné z Brna. Ako pevni podu na uchova-
vanie mikroorganizmu sme pouzili zivny agar ¢. 2 vyrdbany Imunou, n. p., Sa-
risské Michalany. Na pomnozZenie kultiry sme pouzili tekutd inokula¢nu
podu [9], ktorej zlozZenie je v tabulke 1. VSetky pouzité chemikalie boli analy-
ticky cisté.

Tabulka 1. ZloZenie tekutej inokulacnej pody (g/1)
Table 1. The composition of liquid inoculation medium

glukoza' 2
mocovina’

(NH,) SO,

KH,PO,

MgSO, . 7TH,O0 04
FeSO,. 7H,O 0.1
biotin 0,01 mg

[SO SO R §8)

1 — glucose, 2 — urea

Mikroorganizmus kultivovany 24 h pri 30 °C na Sikmom agare sme re-
suspendovali do 50 ml tekutej inokula¢nej pody. Po 24 h kultivacie na re-
cipro¢nej trepacke pri 30 °C sme odobrali 10 % tejto suspenzie do fermentac-
nej pody. Ziskané vysledky z trepackovych pokusov sme overili na soviet-
skom fermentore FU 61 A so samostatnou riadiacou jednotkou, pomocou
ktorej sme sledovali: pH, pO,, teplotu, prevzdusnovanie a otacky miesadla.

Pocas jednotlivych fermentacii sa odoberali vzorky v uréitych ¢asovych
intervaloch na stanovenie koncentracie biomasy, pH, redukujuicich cukrov
.+ mnozstva kyseliny glutamovej [10].
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Zlozenie fermentacnej pody na trepackové pokusy: KH,PO, 1 g K,HPO,
1g,(NH,),S0,32g,CaCO,32¢g,MgSO, . 7H,0 0,25 g, FeSO 7H, O() 01g,
MnSO, . 4H, O 0,01 g, biotin 0,003 mg/l destllovanej vody.

Ako zdroj “uhlika sme pouzili glukézu 150 g, sacharézu 150 g alebo melasu
300 g/l. Pri pouziti melasy sme do fermentacnej pody neprldall biotin, vzhla-
dom na jeho obsah v samotnom zdroji.

pH fermentac¢nej pody sme pred sterilizaciou upravili s KOH na hodnotu
7-8. Sterilizovali sme 30 min pri 115 °C.

Zlozenie fermentaénej pody na pokusy vo fermentore: zdroj uhlika (glukoé-
za 150 g, sacharéza 150 g, melasa 300 g), KH,PO 1 g, (NH,),SO, 32 g,
K,HPO, 1 g, CaCO, 32 g, MgSO, . 7TH,0 0, 25 g, FeSO, . 7H,0 0,01 g,
MnSO .4H,0 0,01 g, biotin 0,003 mg/l destllovanej vody. Pr1 druhe] fermen-
tacii vo fermentore sme do fermentac¢nej pody nepridali CaCO, a (NH,),SO,
sme zniziliz 32 na 2 g.

Podmienky fermentacie z troch overovacich pokusov st v tabulke 2.

Tabulka 2. Podmienky fermentécii vo fermentore
Table 2. Fermentation conditions in the fermentor

Fermentacia' I I 111
Fermenta¢na poda? [1] 3 3 3
Inokulum? 1] 0,3 0,3 0,25
Cas fermentécie® [h] 72 72 72
Teplota® [°C] 30-31 30-32 30-32
Vzdusnenie [obj/obj/min]® 3/3/min 2,2/3/min 1,8/2,5/min
Otacky miesadla [ot./min]’ 320-336 320-430 320400
pH 8-6,6 7,2 7,3
Uprava pH® NaOH NH, NH,

IFermentation; Fermentation medium; *Inoculum; *Fermentation time; “Temperature; ®Aerati-
on [vol/vol/min]; "Mixer revolations [rev/min]; *pH adjustment.

Fermenta¢nu podu sme sterilizovali 30 min pri 115 °C.

Pocas fermentacie sme pH upravovali v prvom pokuse s NaOH. V dalSich
dvoch sa pH upravovalo automatickym ddvkovanim 13 % vodného roztoku
amoniaku. Hodnota pH sa tak udrziavala v rozmedzi 7,2-7,3 pocas celej fer-
mentacie.

Vysledky a diskusia

Fermentdciu kyseliny glutdimovej sme odskusali na rd6znych zdrojoch uhli-
ka, na glukoze, sacharéze a melase [11].
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Najlepsie vysledky pri produkcii kyseliny glutdmovej v trepackovych poku-
soch sme dosiahli pri poZiti melasy. Ziskali sme vysoky narast biomasy i pro-
dukovanej kyseliny glutdmovej. Hodnota pH sa udrziavala po¢as fermentacie
na vy$Sej urovni ako pri pouziti glukézy ¢i sacharézy. Bola v rozmedzi
7,5-6,5 ¢o md vyznam najmi pre rozmnoZenie mikroorganizmu a produkciu
kyseliny glutdimovej.

Pri pouZiti sachardzy pH kleslo aZ na 5,8 a ovplyvnilo narast biomasy i sa-
motného produktu.

Pri pouziti gluk6zy ako zdroja uhlika sme dosiahli najvy$si narast biomasy.
Produkcia kyseliny glutimovej bola v porovnani s produkciou na melase niz-
Sia, pH sa udrziavalo na stilej hodnote a neklesalo pod hodnotu 6.

Grafické znazornenie a porovnanie vysledkov v trepackovych pokusoch je
na obrazku 1. Pri pokusoch na trepacke sa ned4 pocas fermentécie plynule
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Obr. 1. Priebeh fermenticie kyseliny glutimovej na trepacke.
Fig. 1. Fermentation of glutamic acid in a shaker.
(‘Carbon source; *Glucose; *Saccharose; *Molasses; SGlutamic acid:*Biomass.)
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udrziavat hodnota pH a hladina O,, ktoré st vyznamné pri ndraste biomasy
i produkcie kyseliny glutamovej.

Pri fermenta¢nych pokusoch vo fermentore sme pouzili ako zdroj uhlika
glukézu vo vietkych pokusoch. Zaciato¢na hodnota pH pri prvom pokuse bo-
la 8. Pocas fermentdcie pomaly klesala na 6,6. Pokles pH spdsobuji metabo-
lity vznikajuce v priebehu fermentdcie. Na dpravu pH sme v tomto pokuse
pouzili NaOH, ktory sa vSak neosvedcil.

V dalsich pokusoch sme preto na upravu pH pouzili amoniak. Pri prvom
pokuse sme dosiahli najvyssi narast biomasy i produkcie kyseliny glutdimove;.
V dal$ich pokusoch sme taky vysoky narast biomasy a produkcie kyseliny ne-
zaznamenali. pH sme uZ udrziavali automaticky pomocou 13 % vodného roz-
toku ¢pavku, ktory zaroven sluzil ako zdroj N. Nedostatok aminodusika
mohol spdsobit vznik inych kyselin (kys. mlie¢nej, kys. a-ketoglutarovej) na
tkor produkcie kyseliny glutimovej. V dosledku poklesu nédrastu biomasy
sme zvysili otacky mieSadla na hodnotu 430/min a dosiahli tak lepsie okyslice-
nie pody.

Na ziklade dosiahnutych vysledkov i zistenych pri¢in ovplyviujucich sa-
motnd fermentdciu uvazujeme o dalSej optimalizacii technologickych para-
metrov vyroby kyseliny glutimovej.

Do redakcie doslo 8. 2. 1989.

Literatura

p—

. JIRKU, V. PELECHOVA. J., KRUMPHANZL, V.: Specidlni kvasné vyroby. Praha,
SNTL 1986

2. Pat. Japonsko 7213, 711

3. Pat. Japonsko 2,497, 232

4. Pat. Japonsko 8265, 198

5. Pat. Japonsko 58, 141, 78 a (83, 141, 789)

6. Pat. Japonsko 58, 141, 788 (83, 141, 788)

7. Pat. Japonsko 117, 740

8. Pat. Japonsko 59, 113, 894 (84.m 113, 894)

9. ROJEKOVA., J.: Vyskum fermentaénej vyroby kyseliny glutamovej. (Vyskumndsprdva.) vU

LIKO, Bratislava 1972

10. JENDRICHOVSKA, M., SABO, B.: Kontrola fermenta¢nej vyroby kyseliny glutimovej.
(Vyskumna sprava.) VUP, Bratislava 1988.

11. SABO, B., SIMKOVA. M., SPITALNIKOVA, L. JENDRICHOVSKA, M.: Rozpracova-
nie technoldgie a techniky vyroby glutamanu sodného (Vyskumna sprava.) VUP, Bratislava
1987.

269



@®epMeHTATHBHOE NPOU3BOACTBO INTyTAMHHOBOH KHCJIOThI
Pezwome

KoroueBbIM  (akTOpPOM OMOTEXHOJIOTMM IIPOM3BAOCTBA TIJIYTAMMHOBOM KMCJIOTBI
ABJISETCSA ITPOM3BOICTBEHHBII MMKPOOPTraHN3M. B MpOMBIIIIIeHHOM ITpaKTHKe B 3apybex-
HBIX CTPaHaX MPMMEHSIOT MyTaHThI DaKTepMralbHBIX IIITAMMOB a9p0o6HBIX pojoB Brevibac-
terium v Corynebacterium.

ABTOPBI IPOU3BOAMIIM OIIBITEI ¢ 6aKkTepuanbHeIM TaMmmoM Corynebacterium glutamicum
CCM 2428, mosry4eHHbI 13 YeX0Ca0BaNKoi KOJIeKIMY MUKPOOPTaHu3MOB MMery M. 3.
ITypxkuHe 13 BpHa, HO KOTOPOJ HECeJIeKTUBHBIA [JIA IPOM3BOJICTBA TJTyTAMMHOBOI KMCJIO-
TEBI.

B oTHeNIBHBIX ONbITAaX aBTOPBI MEHAJM COCTAaB MHOKYIALMOHHOM U (D epMEHTATHMBHOM M-
TaTeJIBLHOM cpeAbl ¥ Habmrogamy 3a nopeIlenneM 6uomaccsr, pH, kouBepcuen C-ucTounm-
Ka, IPUCYACTBMEM IIYKOMMHOBOJN KMCJIOTBI B OTAEJIbHBIX (ha3ax epMeHTalMN.

Camble Xopolye pe3yJbTaThl B IPOM3BO/ICTRE TIIyTaMUHOBOM KMCJITOBI aBTOPHI ITOJIY YU~
J11 IIpMMEHEeHMEM MeJIacChl — MCTOYHMEKA yriepoaa. IIpuMeHeHneM caxapossl 661510 Tpons-
BOZACTBO INIyTaMMHOBOJ KMCJIOTBI CAMOE HU3KOe.

Fermentation production of glutamic acid
Summary

The productive microorganism is the key factor in the biotechnological production of glutamic
acid. In the industrial practice abroad, the mutants of the bacterial strains of aerobic genera Bre-
vibacterium an Corynebacterium are being used.

Our experiments have been carried out with the bacterial strain Corynebacterium glutamicum
CCM 2428 obtained from the Czechoslovak Collection of Microorganisms J. E. Purkyné in Brno,
which is, however, not bred to glutamic acid production.

In the particular experiments, the compositions of the inoculation and fermentation media ha-
ve been changed; the biomass growth, pH, conversion of the C-source, presence of glutamic acid
in the individual phases of the fermentation have been studied.

The best yields of glutamic acid were achieved with molasses as the C-source. The lowest yield
of glutamic acid were found when saccharose was used.
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