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питательных сред для культивирова-

ния продуцентов L-лизина - незамени-
мой аминокислоты, которая использует-
ся в животноводстве для балансирова-
ния кормов-, Целью изобретения являет-
ся повышение качества среды для уве-
личения "выхода L-лизина, Способ заклю-
чается в том, что в процессе приготов-
ления питательной среды мелассу ипи
другой источник углеводородов сме-
шивают с йодным раствором минераль-
ной соли или смеси минеральных с о -
л е й , а стерилизацию такого мелассно-
солевого раствора осуществляют при
рН 7 , 5 - 1 0 , 0 , Раствор источников росто-
вых веществ в смеси с источниками
минерального фосфора или без них г о -
товят и стерилизуют отдельно, После
стерилизации растворы смешивают, Сре-
д а , приготовленная предложенным спо-
собом, имеет более высокое качество
за счет лучшей сохранности витами-
нов (биотмн, тиамин) и редуцирующих
веществ при стерилизации, Выход лизи-
на при этом возрастает на 15-20%.
3 табл,

йМО !

Изобретение относится к биотехно-
логии и касается приготовления пита-
тельных сред для культивирования про-
дуцентов L-лизина - незаменимой амино
кислоты, которая используется в жи-
вотноводстве дпя балансирования кор-
мов о

Известен способ приготовления пи-
тательной среды для культивирования
продуцентов L-лРзика, предусматрива-
ющий приготовление водного раствора,
35-91

содержащего мелассу, минеральные
соли и источники ростовых факторов^,
и его стерилизацию. Недостатком спосо-
ба является частичное разрушение
углеводов и витаминов в процессе сте-
рилизации, приводящее к лонижекию
выхода L-лизина ,

Наиболее близким к предложенному
является способ приготовления пита-
тельной среды для культивирования
продуцентов L-лизина, предусматрива-
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юшки upm ОІОИПРШІР ржтнора п насr w
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гидролизат ВВК И минеральные сппи,
их pd щечьную стерилизацию и после-
дующее с меишваиис

Стериптаиию раствора мелассы
проводят при 124-12V- С и естествен-
ном рП 5,0-7,0 в течение 10-20 мин.
Pat хвор гидролизата БВК с минераль-
ными солями стерилизуют при 1 26-
1?В°С и естественном рН 4,8-6,5 в
течение 10-20 мин,

Недостатком этого способа следует
признать то, что в процессе стерили-
зации раствора мелассы из-за частич-
ной карамелизации Сахаров и разруше-
ния витаминов снижается качество
питательной среды и соответственно
уменьшается выход лизина,

Целью изобретения является повы-
шение качества среды для увеличения
выхода L-лизина

Способ заключается в следующем
R процессе приготовления питатель-

ной среды мелассу или другой источ-
ник углеводов смешивают с водным
раствором минерапьнои соли игш пмеси
минеральных солей, необходимых для
роста культуры - продуцента и био-
синтеза лизина, а стерилизацию тако-
го мелассно-солевого раствора осу-
ществляют в щелочных условиях при
рН 7,5-10,0.

При этом в мепассу добавляют р а с т -
вор одной из солей аммония или раст-
вор смеси солей аммония, например
раствор хлористого или сернокисло-
го аммония, смесь растворов хлористо-
го и сернокислого аммония или смесь
растворов хлористого аммония и ди-
аммониифосфата.

Растлор источников ростовых ве-
ществ в смеси с источниками мине-
рального фосфора (например, диаммо-
нийфосфата) или без него готовят и
стерилизуют отдельно от углеводно-
солевого раствора г

Конкретные температурные и вре-
менные режимы стерилизации раство-
ров не имеют существенного значения
для достижения цели изобретения и
процесс стерипнзации проводят в т е -
чение 15-1В мин в обычно принятых
условиях при температуре 120-1 АО С

Исходные и подпиточные среды гото
, вят с использованием стерильного вод-

ного раствора мелагсы ини мелассы
с питательными солнми
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Исходная с торильная питательная
среда, приготовленная по известно-
му и предложенного гпособім, содер-

г жит, мае %: меласса (50£ РВ) 20, гид-
ролизат КМ (с концентрацией прогид-

, роли зова иного БГ»К - 20%) 7, Nil-Cl
1,6, (NfU^HPO^ 0, К

ПОЛПИТОЧНРЯ стерильная питатель-
но пая среда, приготовленная по и з в е с т -

ному и предложенному с пособам, с о -
держит, мае %: меласса (50%) 60,
гидролизат БВК (с концентрацией про-
гидролизеванного БВК - 20%) 3, NH^Cl

15 6» (NH^HPOq. 0 , 2 .

Среды засевают культурoti Brevibac-
t e r i u m s p . ВКПМ В-3708 (НИТИА-86) .
Ферментацию проводят в лабораторном
ферментаторе при аэрации и механичес-
ком перемешивании среды в течение
60 ч при 31f1°C и подаче подпитываю-
щей среды.

Результаты, представленные в
т а б л . 1 , показывают, что среда , приго-

25 товленная предложенным способом,име-
ет более высокое качество за счет
лучшей сохраняемости витаминов и рос-
товых веществ (РВ) при стерилизации.

Выход лизина при зтом возрастает
на 15-20%.

Величина рН, при которой осущест-
вляют стерилизацию раствора мелассы
с минеральными солями, имеет опреде-
ленное значение для достижения пос-
тавленной цели, что подтверждается
данными табл с 2

Из данных табп.2 следует, что РВ
сохраняют устойчивость при значениях
рН 7,5-10,0. При этих значениях рН
получены более высокие показатели при
ферментации

Аналогичные данные получены при
использовании в качестве продуцентов
L-лизина штаммов Brevibnc t e r i u m sp o

E-531 и Brevibacter ium l a c t o f e r m e n -
tum ВКПМ B-4249 (НИТИА-88). Результа-
ты приведены в табл З

П р и м е р 1. Готовят соленой
раствор мелассы, содержащим, мае.%:
меласса (50% РВ) 72, NH4C1 9,0,
(NH4)Z1IPO4 0,35. рН раствора поводят
до 7,5 и стерилизуют при 1 26 С в т е -
чение 18 мин.

Параллельно готовят раствор беп-
- 55 нового гидролиз.іта (рН 5, О , с одержа-

щего 80 мас.% гидролиза гя ГВК (с кон
центрациеи прогилрочикованного БВК -
20%) Рас і вор бе і корректмр вки рН
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126й Сстерилизуют при 1Zfi"C в течение
1Й мин.

Содержание Е солевом растворе
мелассы отдельных компонентов п;о
стерилизации составляет РВ 36,ОмасЛ
тиамина 1050 мкг/кг, биотина
44 мкг/кг, после стерилизации: РВ -
34,9 мас.%, тиамина 940 мкг/кг, био-
тина 41 мкг/кг . В процессе стерилиза-
ции потери РВ, тиамина и биотина сос-
тавляют соответственно 3,1 10 и 7%0

Для получения исходной питательной
среды смешивают стерильный солевой
раствор мелассы со стерильным р а с т -
вором гидролизата БВК и стерильной
водой из расчета получения в среде
содержания РВ 12,5% и гидролиэата
БВК 7%,

Для получения подпиточной пита-
тельной среды смешивают стерильный
солевой раствор мелассы со стериль-
ным раствором гидролизата БВК и с т е -
рильной водой из расчета получения
в среде содержания РВ 29% и гидро-
лизата БВК 3,3%,

Питательную среду в количестве
5 л засевают 0,5 л посевного материа-
ла штамма Brevibacter ium sp„ ВКПМ
В-3708, Ферментацию проводят в лабо-
раторном ферментаторе при аэрации и
механическом перемешивании среды в
течение 58 ч при З Н 1 ° С

В процессе культивирования в фер-
ментационной среде поддерживают со-
держание Сахаров на уровне 0,6-2,0
мас.% (по РВ) путем внесения подпит-
ки. Введение подпитки осуществляют
при падении в ферментационной среде
уровня Сахаров ниже 2%.

Всего внесено 1,5 л подпитки. В
культуральной жидкости накоплено
65,3 г/л лизина; коэффициент конвер-
сии субстрата 0 , 4 3 .

П р и м е р 2. Готовят солевой
раствор мелассы, содержащий, мас.%:
меласса (50% РВ) 64, (НН 4 ) г НР0 4 10.
Раствор доводят до рН 8,7 и стерили-
зуют при 126°С п течение 18 мит „

Параллельно готовят раствор гид-
ролизата БВК с диаммонийфосфатс:
(NH4>2.HPO4 (рН 5 , 0 ) , содержащий
80 мас.% гидролизата БВК и 1%
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ляет до- стерилизации: РВ 32 масД,

тиамин 980 мкг/кг, биотин 38 мкг/кг.

после стерилизации; РВ 34,4 мае -,%
9

t
 тиамин 890 мкг/кг, биотин 35,5 мкг/кг

В процессе стерилизации потери

РВ, тиамина и биотина составляют

2,0, 9,0 и 6,7% соответственно.

10

Раствор гидролкзата с диаммоний-
Фосфатом без корректировки рИ стери-
лизуют при 126°С в течение 18 мин. '

Содержание в солевом растворе
мелассы отдельньос компонентов состав-
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Получение исходной и подпиточной
питательных сред из стерильных соле-
вых растворов мелассы и гидролиза-
та БВК с диаммониифосфатом, процесс
биосинтеза личина с подачей подпитки
проводят по примеру 1„ После оконча-
ния процесса ферментации содержание
лизина в культуральной жидкости сос-
тавляет 68,7 г / п : коэффициент конвер-
сии субстрата 0 , 4 3 .

П р и м е р 3. Готовят солевой
раствор мелассы, содержащий, м а с Д :
меласса (50% РЛ) 70, NH4C1 8,8 ,
рН раствора доводят до Я,7 и стери-
лизуют при 1?6°С в течение 18 мин»

Параллельно готовят раствор гид"
ролизатз БВК с дкаммонийфосфаточ
(рН 5 , 0 ) , содержащий 80 мас,% гид-
ролизата БВК и 1% ( N H 4 ) t H P 0 4 . Раст-
вор гидролизата БВК с диаммонийфос-
Аатом без корректировки рП стерили-
зуют при 126°С в течение 18 мин.

Состав мелассно-солевой части
питательной среды до стерилизации:
РБ 35 мас.%; тиамин 1000 мкг/кг1,
биотин 40 мкг/кг; после стерилиза-

|Ции: РВ 33,8 мае.Я, тиамин 92Омкг/кг
'биотин 36 мкг/кг% В процессе стери-
лизации потери РВ, тиамина и биотина
составляют соответственно 3,4,8,10%,

Получение исходной и подпиточкой
питательных сред из стерильных соле-
вых растворов мелассы и гидролиза-
тов БВК с диаммонийфосфатом5 процесс
биосинтеза лизина с подачей подпит-
ки проводят по примеру 1.

После окончания процесса фермен-
тации содержание лизина в культураль-
ной жидкости 65,9 г/л, коэффициент
конверсии субстрата 0 5 4 2 .

П р и м е v 4 , Готовят солевой
раствор мелассы, содержащий, м а с Д ;
меласса (50% РВ) 80, NH4C1 4 , 5 5

(NH^HPO^. 5,5 рН раствора доводят
до 10 и стерилизуют при 126°С в т е -
чение 18 мин.

Содержание в солевом растворе ме
лассы составляет до стерилизации:
РВ 39 мас-%, тиамин 1220 мкг/кг,
биотин 60 мкг/кг, лосле стерилиза-
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ции: PR 37,9 мас.%, 'іиамнн 1ОЯ4 мкг/кг,
биотин 55 мкг/кг.

Параллельно готовят раствор гид-
ролиза та БВК с днаммонийфосфатом
(рН 5 , 0 ) , содержащий, мас г%: гидро-

лизат БВК 80, диаммонийфосфата 1,4,
Раствор гидролизата с диаммончйфос-
фатом без корректировки рИ стерили-
зуют при 126°С в течение 18 мин.

В процессе стерилизации потери
РВ, тиамина и биотина составляют
соответственно 2,9, 12 и 8%.

Получение исходной питательной
среды из стерильных солевых раство-
ров мелассы и гидролизата БВК с диам-
монинфосфатом, процесс биосинтеза ли-
зина проводят по примеру 1.

После окончания процесса фермен-
тации содержание лизина в культураль-
ной жидкости 67,4 г/л и коэффициент
конверсии субстрата 0,42,

П р и м е р 5. Готовят солевой
раствор жидких сахаросодержащих про™
дуктов (ЖСП), полученных в процессе
сахароварения, мас.%: ЖСП (60% РВ)
70, NH4C1 7,7 г рН раствора доводят
до 9,0 и стерилизуют при 126°С в т е -
чение 18 мин.

Параллельно готовят раствор гнд-
ролизата БВК с диаммонийфосфятом
(рН 5 , 0 ) , содержащий 80 мас.% гидро--
лизата БВК, 1,5 мас.% кукурузного
экстракта и 1% (NH 4 ) z HPO r Приго-
товленный раствор стерилизуют при

126dC в течение 18 мин. Процесс био-
синтеза осуществляют по примеру 1.
В конце ферментации в культуральной

г жидкости накоплено 70 г/л лизина при
коэффициенте конверсии 0,42,

При осущест вленин способа в ана-
логичных условиях на исходной и под-

1Q пяточной средах, приготовленных и з -
вестным способом, накопление лизина
в культуральной жидкости составляет
57,3 г/л, коэффициент конверсии суб-
страта 0,37-

15 -
Ф о р м у л а и з о б р е т е н и я

Способ приготовления питательной
среды для культивирования продуцентов

2Q L-лизина, предусматривающий приготов-
ление водных растворов, содержащих
углеводы, минеральные соли азота и
фосфора, а также гидролизат БВК в
качестве источника ростовых веществ,

25 их стерилизацию и последующее смеши-
вание, о т л н ч а ю щ й й с я тем,
что, с целью повышения качества пита-
тельной среды для увеличения выхода

'L-лнзина, осуществляют смешивание
30 водных растворов, содержащих углево-

ды и по крайней мере одну из мине-
ральных солейд а стерилизацию полу-
ченного углеводно-солевого раствора
осуществляют при рН 7,5-10,0.

Т а б л и ц а 1

Сравнительная характеристика известного
и предложенного способов

Показатели

Известный способ

до стери-

лизации

после

стерили-

зации

Предложенный

способ

до сте-

рилиза-

ции

после

стери-

лиза-

ции

Содержание са-
харов (РВ),%:

- в растворе

мелассы с

солями

- в растворе

мелассы 35,7 32,5

35,3
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Показатели

Извест ныи способ

до стери-

лизации

после

стсрилн-

ПрРДППЖРШПіІП

способ

до стс-

рнпиза-

ции

после

стерн-

лиза-

Содержание тиами-

на, мкг/л:

- в растворе ме-

лассы с солями

- в растворе

мелассы

Содержание био-

тина, мкг/л:

- в растворе

мелассы с

солями

- в растворе

мелассы

Содержание ли-
зина в культу-
ральной жидкос-
ти, г/л

Коэффициент кон-
версии субстрата
в лизин

1150 020

1150 830

46,0 42,5

46,3 34,2

58,3

0,36

68,5

0,42

П р и м е ч а н и е , , Испытуемые водные растворы мелассы
їй мелассы с питательными солями (питательной солью) гото-
вят из одной порции мелассы. Штамм-Продуцент - Brevibacte-
rium sp c ВКПМ-3 708 (НИТИД-36)

г-

Т а б л и ц . а 2

Влияние рН стерилизуемой углеводно-солевой части
питательной среды на содержание РВ среды и выход

L-лизина

рН стери-
лизуемой
углевод-

вой час-
ти пита-
тельной
среды

Редуцирующие вещества в
углеводно-солевой части
-питательной среды

до сте-
рилиза-
ции, %

после
стели-
ли за-
ции,%

потери,
%

Содержа-
ние лизи-
на в

ральной
жидкости,

г/л

Коэффици-
ент конвер-
сии суб-

лизине

6
1

7

7

8

,0

, 0

,5

,0

36,2
36,2

36,2

36,2

33,0
33,4

34,6

34,7

9

7

4

,0

,8

,5

, 1

6 2 ,

6 3 ,

6 6 ,

6 8 ,

1

0

8

1

0,36
0,36

0,40

0,42
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Продолжение табл.2

рИ стери-
лизуемой
yiлевод-
1 1 ГЛ *-• Ґ* Г~\ ГҐ /Л —

но солє
вой час-
ти пита-
тельной
среды

Редуцирующие вещества в
углеподно-солевой части

питательной среды

цо сте-
рилиза-
ции, %

после
стери-
лиза-
ции ,%

потери,
%

Содержа-
нии ли ти-
па в

культу—
ральной
жидкости,

г/л

КоэффИШ!"

ент конвер-
сии суб-

страта в
лизине

8,5

9,0

10,0

10,5

36,2
36,2

36,2

36,2

35,0
35,1

35,1

34,3

3,3

2,9

2,9

5,3

69,4

67,5

65,9

56,5

0,

0,

0,

0,

41

42

40

35

Т а б л и ц

Влипни* способа приї отоп іения питчтелыюи гредм «а ее
качество и ОМУод личина

Штамм-продуценг ГпосоР
приго-
товле-
ния
среды

Содержание РВ, 1 к
мчесе подпитки

до стери-
лизации

Л 1 П 1 -
ЦШ1

Потери
РВ в
процес
се
стери-
лиза-
ции , Z

Тиамин,
7. по-
терь
после
стерили-
чацни

Бнотин
1 по-
терь
после
стери-
ліпа—
ции

Содер-
жание
пи чи-
на в
культу-
р ал мі oft
жидкос-
ти.
г/л

Конвер-
сия РВ
в ли-
зин, Ж

Произво-
дитель~
ность,
KT/MS сут

Hicvibic terniir
Sp,

В. lactofer-
mcntus»

ВКПМ В-4?4Ч

Іпвест-
иі їй

Прспла-
гяемміі

Иіпсст-
пыА

Иредлп-
гаеммй

2 8 ,

2 0 ,

23,

5

0

3

3

1Р

27

іа

23

,о

, 5

, 0

И

3,

9,

f,

, 1

7

8

3

20

ІЗ

ІЗ

\2

23

9

2!

7

'.2

51

49

56

,4

,/,

. 8

,2

ЗО

32

41

46

, 0

,6

.0

12

.3

п

14

.в

,8
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