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Fermentainri vfroba kyseliny glutdmovej

MARrA SrurovA - LENKA SprrAlNirovA

Srihrn. Khidovli'm faktororn biotechnol6gie vlirohy kyseliny glutdniovej je produkdnf
mikroorganizrnus. V priemy'selnej praxi sa v zahranidnf vyuZ(vajri mutanty bakteri6lnych
kmciov acr<ibnvch rctdov Brevibacterium a Corynebacteriunt.

Naic pokusy srne robili s bakteri6lnym kmeiom Cortnebacterium glutamicunr CCM
2-l2u zfskaninr z Cs. zb. mikroorganizmov J. E. Purkynd z Brna. ktor;i viak nie je vy5lach-
tenf na produkciu kyseliny elutrimovej.

V jednotlivych pokusoch sme menili zloZenie inokuladnej a fermentadnej p6dy a sledo-
vali ndrast biomasy, pH. konverziu C-zdroja, pritomnosf kyseliny glutdmovej v jednotli-
vlch fiizach vlastnej fermentdcie.

Najlep5ie vlisledky v produkcii kyseliny glutiimovej sme dosiahli pri pouZiti melasy ako
zdroja uhlika. Pri pouZiti sachardzy bola produkcia kyseliny glutrimovej najniZSia.

Kyselina glutiimov6 zaujfma ddleZitd miesto v mnoh:ich priemyselnich od-
vetviach. V potraviniirskom priemysle sa pouZiva ako chutovii prisada do
mrazenych a sterilizovanich vlirobkov a na zvi5enie trvanlivosti vfrobkov.
Soli kyseliny glutiimovej (sodn6. draseln6, horednat6, vdpenat6 a Leleznatf)
sa pouZfvajI vo farmaceutickom priemysle pri vyrobe liediv. V textilnom prie-
mysle polymerizovane vliikna glutamanu sa uplatiujri ako n6hrada prfrodnd-
ho hodvi4bu. Kyselina glutiimovii ako stavebn6zloLka bielkovin sa zridastfiuje
na dychani mozgovdho tkaniva, a preto sa vyuZiva aj v hum6nnej medicfne
pri liedeni niektorfch duievnfch ochoren(.

Koncom 50. rokov sa podarilo japonskfm vyskumnfkom vypracovat postup
pripravy kyseliny glut6movej s vyuZitim mikroorganizmov a zatat tak 6ru fer-
mentadnej vfroby kyseliny glutrimovej. Aminokyseliny boli aZ do polovice
tohto storodia pripravovan6 bud extrakciou hydrolyzittov bielkovin mikro-
bi6lneho, ZivodiSneho alebo rastlinn6ho p6vodu, bud chemickou synt6zou.
Khidovym faktorom biotechnolSgie sridasnych vfrob aminokyselin je pro-
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dukiny mikroorganizmus, ktory musi splfiaf podmienku stabilnej extracelu-
liirnej nadprodukcie prisluSnej aminokyseliny, a to pri zachovanf dal5ich opti-
miilnych vlastnostf (optimrllne rastovd poZiadavky, optimiilna rastov6 charak-
teristika, potladenie extracelul6rnej produkcie neZiadricich l6tok). Vzhladom
na to, Le prirodzen€ zdroje mikroorganizmov neponfkajri hyperproducentov.
je jadrom vfvoja tychto technol6gif pr(prava hyperprodukdnich mutantov

[U. V priemyselnej praxi v zahranidi boli vyuZitd mutanty bakteri6lnych
kmeiov rodov Brevibacterium a Corynebacterium l2-8].

Materidl a met6dy

Pri fermentdcii kyseliny glut6movej sme pouZili zbierkovf mikroorganiz-
mus Corynebacterium glutamicum CCMr 2428 zfskanf z Ceskoslovenskej
zbierky mikroorganizmov J. E. Purkyn€ z Brna. Ako pevnri p6du na uchovii-
vanie mikroorganizmu sme pouZili Livny agar d. 2 vyrdbany Imunou, n. p., Sa-

ri5skd Michalany. Na pomnoZenie kultriry sme pouZili tekutf inokuladnri
p6du [9], ktorej zloLenieje v tabulke 1. V5etky pouZitd chemik6lie boli analy-
ticky dist6.

Tabulka l. Zloienie tekutej inokuladnej p6dy (g/l)
Table l. The composition of liquid inoculation medium

gluk6zar 20
modovinal 2

(NHr).SO1 2

KH.PO{ 2

MgSO.,. 7H,O 0.'l
FeSO, . 7H,O 0,1
biotin 0,01 mg

l-glucose,2-urca

Mikroorganizmus kultivovany 24 h pri 30 oC na Sikmom agare sme re-
suspendovali do 50 ml tekutej inokuladnej p6dy. Po 24 h kultivdcie na re-
ciprodnej trepadke pri 30'iC sme odobrali 10 % tejto suspenzie do fermentad-
nej p6dy. Ziskanl vfsledky z trepaikovlich pokusov sme overili na soviet-
skom fermentore FU 61 A so samostatnou riadiacou jednotkou, pomocou
ktorej sme sledovali: pH, pO, teplotu, prevzdu5iovanie a ot6dky mie5adla.

Poias jednotlivfch fermentdcif sa odoberali vzorky v urditfch dasovfch
intervaloch na stanovenie koncentriicie biomasY, PH, redukujfcich cukrov
.r mnoZstva kyseliny glutrimovej [10].
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ZloLenie fermentadnej p6dy na trepadkov6 pokusy: KH2PO1 1 g KTHPO*
1 g, (NHo)rSOo32g, CaCO.,32 g, MgSO 1.7H2O0,25 g, FeSOr .7H2O 0,01g,
MnSOo . 4H2O 0,01 g, biotfn 0,003 mg/l destilovanej vody.

Ako zdroj uhlfka sme pouZili gluk6zu 150 g, sachar6zu 150 g alebo melasu
300 g/1. Pri pouZiti melasy sme do fermentadnej p6dy nepridali biotin, vzhla-
dom na jeho obsah v samotnom zdroji.

pH fermentadnej p6dy sme pred steriliz6ciou upravili s KOH na hodnotu
7-8. Sterilizovali sme 30 min pri 115 'C.

Zloilenie fermentadnej p6dy na pokusy vo fermentore: zdroj uhlfka (gluk6-
za 150 g, sachar6za 150 g, melasa 300 g), KH2PO 1 g, (NHo)rSOo 32 g,

K2HPO4 1 g, CaCOr32 g, MgSOo .7H2O 0,25 g, FeSOo .7H2O 0,01 g,

MnSOo .4H2O 0,01 g, biotin 0,003 mg/l destilovanej vody. Pri druhej fermen-
tiicii vo fermentore sme do fermentadnej p6dy nepridali CaCO. a (NHo)rSOo

sme zn(Zili z 32 na 2 g.

Podmienky fermentiicie z troch overovacich pokusov sri v tabulke 2.

T a b u I k a 2. Podmienky fermentdcii vo fermentore
T a b I e 2. Fermentation conditions in the fermentor

lFermentation; 2Fermentation medium; slnoculum; aFermentation time; sTemperature; 6Aerati-

on [vol/vol/min]; 
TMixer revolations Irev/min]; 8pH adjustment.

Fermentadnf p6du sme sterilizovali 30 min pri 115 "C.
Podas fermentiicie sme pH upravovali v prvom pokuse s NaOH. V dal5fch

dvoch sa pH upravovalo automatickfm d6vkovanim 13 7o vodn6ho roztoku
amoniaku. Hodnota pH sa tak udrZiavala v rozmedziT,2-7,3 podas celej fer-
ment6cie.

Vfsledky a diskusia

Ferment6ciu kyseliny glutiimovej sme odskri5ali na rdznych zdrojoch uhli-
ka, na gluk6ze, sachar6ze a melase [11].
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Ferment6cial II III

Fermentadnii pdda2 [l]
Inokulum3 [l]
Cas fermentriciea Ih]
Teplotas ['C]
VzduSnenie [obj/obj/min]6
Otridky mieiadla [ot./min]7
pH
Uprava pH8

J
0,3

72
30-31

313lmin
32U336
8-6,6

NaOH

3

0,3
72

30-32
2,2l3lmin
32M30

1')

NH.'

3
0,25

72
30-32

I,8l2,5lmin
32H00

7,3
NH,



Najlepsie visledky pri produkcii kyseliny glutdmovej v trepadkovich poku-
soch sme dosiahli pri pozitf melasy. ziskali sme vysokli n6rast biomasy i pro-
dukovanej kyseliny glut6movej. Hodnota pH sa udrziavala podas ferment6cie
na vyS5ej frovni ako pri pouZitf gluk6zy di sachar6zy. Bola v rozmedzi
7,5-6,5 do md viznam najmii pre rozmnoZenie mikroorganizmu a produkciu
kyseliny glutilmovej.

Pri pouZiti sachar6zy pH kleslo az na 5,8 a ovplyvnilo n6rast biomasy i sa-
motn6ho produktu.

Pri pouZiti gluk6zy ako zdroja uhlfka sme dosiahli najvyssi nirast biomasy.
Produkcia kyseliny glutdmovej bola v porovnani s produkciou na melase niz-
Sia, pH sa udrZiavalo na st6lej hodnote a neklesalo pod hodnotu 6.

Grafick€ znazornenie a porovnanie visledkov v trepadkovfch pokusoch je
na obriizku 1. Pri pokusoch na trepadke sa nedii podas fermentdcie plynuie

KYSELTNA oLUTAMovA5

C-zdro1 1 glukozo?-"-
sochor6zo3-- metoso4-o-

Obr. l. Priebeh fermentiicie kyseliny glutiimovej na trepadke.
Fig. 1. Fermentation of glutamic acid in a shaker.

(rCarbon source; 2Glucose; rSaccharose; {Molasses; sGlutamic acid;68iomass.)
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udrZiavat' hodnota pH a hladina O", ktord sri viznamnd pri niiraste biomasy
i produkcie kyseliny glutdmovej.

Pri fermentadnlch pokusoch vo fermentore sme pouZili ako zdroj uhlfka
gluk6zu vo vSetkych pokusoch. Zatiato(n6 hodnota pH pri prvom pokuse bo-
la 8. Podas fermentiicie pomaly klesala na 6,6. Pokles pH sp6sobujri metabo-
lity vznikajrice v priebehu fermenti{cie. Na ripravu pH sme v tomto pokuse
pouZili NaOH, ktorf sa v5ak neosveddil.

V dalSich pokusoch sme preto na fpravu pH pouZili amoniak. Pri prvom
pokuse sme dosiahli najvyS5i n6rast biomasy i produkcie kyseliny glutrimovej.
V dalSich pokusoch sme takf vysoki ndrast biomasy a produkcie kyseliny ne-
zaznamenali. pH sme uZ udrZiavali automaticky pomocou 13 % vodndho roz-
toku dpavku, ktory ziirovefr sltiZil ako zdroj N. Nedostatok aminodusfka
mohol sp6sobit' vznik infch kyselin (kys. mliednej, kys. a-ketoglutarovej) na

rikor produkcie kyseliny glutilmovej. V d6sledku poklesu n6rastu biomasy
sme zvf5ili otridky mie5adla na hodnotu 430/min a dosiahli tak lepSie okyslide-
nie pddy.

Na ziiktade dosiahnutfch vfsledkov i zistenyich prfdin ovplyvfrujricich sa-

motnf fermentiiciu uvaZujeme o dalSej optimaliz6cii technologickfch para-
metrov vfroby kyseliny glutiimovej.

Do redakcie do3lo 8. 2. 1989.
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@epuenrarrrfloe [po[3BoAcrBo rnyraMlxoro* xxgrorsl

Pes rct4 e

K.nro.ressrM Qarropou 6uotexgolorrr,r npor{3BAocrBa r.rryramr.nroaoi KncJrorbr
aBJraerca qpor{3BoAcrBerurrnl MuKpooprannsu. B upourrur.nennori [paKTr4Ke a aapy6ex<-
Hbrx crpauax [p]rMensror MyranTbr Oarrepra.nrnbn< ruraMMoB aspo6rrrx po4oB Brevibac-
terium u Corynebacterium.

Arroprr [porr3BoArrJrrl orrbrrbr c 6aKTepranbHbrM ruraMMou Corynebacterium glutamicum
CCM 2428, noJrJrqeHHHri re 9exocrosarlKoi KoJrJreKrpr,r Mr{KpoopraHrcMoB nuetr;rt VI. ?.
Ilyprcrxe rr3 EpHa, no xoropori xecenexrrasrlbrli AJr.E npotr3BoAcrBa rJryraMlcrosori Kr,rcJro-

TbI.
B orAe.nsxru< orrbtrax aBTopbr MeHgJItr cocraB uuoKyJrsquornrori r,r Qeplrexrarusnoitrru-

rare.nrxorZ cpeAbr tr Ha6JrroAarn 3a rroBLrurenr4ervr 6rouaccsr, pH, ronaepcreri C-lrcro.rxr,r-
Ka, npncyAcTBneM $IyKoMrHogorz rrc.norrr B oTAeJrbHbD( sasax seprvrenrarpor.

Ca*rre xopourre pe3yJllTarbr B rrpor43BoAcrBe rJryTaMr4noBoi rrcuroar aBTopbr noJryqr!-
nrt rrprlMeHeHrreM MeJraccbl - trcrounl4Ka yruIepoAa. flpruexenueM caxapo3br 6rr;ro rrpous-
BOACTBO rJryraMnHoBorz rrc.notsl caMoe Hrl3Koe.

Fermentation production of glutomic 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
CCM2428 obtained from the Czechoslovak Collection of Microorganisms J. E. Purkynd 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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