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ПРОИЗВОДСТВО АМИНОКИСЛОТ МИКРОБНЫМ СИНТЕЗОМ 
Производство аминокислот в настоящее время становится все более необходимым. Это связано с недостатком в рационе животных и человека отдельных аминокислот, особенно незаменимых, которые не синтезируются в достаточном количестве в организме. Это отрицательно сказывается на организме, его росте и развитии, может привести к различного рода заболеваниям. К незаменимым аминокислотам относятся валин, аргинин, гистидин, лейцин, изолейцин, метионин, треонин, триптофан, фенилаланин. Для птицы к числу незаменимых аминокислот относится пролин.

Наибольшее распространение в промышленном масштабе получили следующие способы получения аминокислот: химический и микробиологический.

Основным недостатком химического способа является образование рацематов, т.е. смеси двух оптических изомеров D- и L-аминокислоты. Выпуск продуктов пищевого и кормового назначения возможен только на основе биологически активной L-формы. Разделение рацематов часто представляет собой сложную технологическую задачу.

Присутствие D-формы аминокислоты в готовом продукте всегда нежелательно не только потому, что она представляет собой балласт, поскольку не усваивается организмом человека и животного, но и потому, что у некоторых аминокислот она обладает токсичными свойствами.

Микробиологическому синтезу в настоящее время отдается явное предпочтение. Хотя организацию такого процесса в производственных условиях нельзя назвать простой, все же микробиологическое производство лишено практически всех недостатков, присущих химическому синтезу. Его главное преимущество состоит в том, что используемые микроорганизмы образуют аминокислоты в биологически активной L-форме. Последнее позволяет проводить их выделение и очистку по более простой схеме и организовать выпуск кормовых препаратов с доступной для животноводства ценой.

Большинство микробиологических производств аминокислот основано на культивировании строго определенного штамма-продуцента целевой аминокислоты на среде заданного состава при соответствующих параметрах процесса ферментации.

Из числа всех L-аминокислот, выпускаемых в мире, преимущественно прямым микробиологическим синтезом, мы рассмотрим только две из них, имеющих вследствие большого практического значения большие объемы производства. Это L-глутаминовая кислота (глутамат натрия) и L-лизин. Сейчас объем их мирового производства составляет 1000 и 400 тыс/год. Первая находит широкое применение в пищевой промышленности, вторая - в кормопроизводстве.

Микробиологическое производство глутаминовой кислоты

Глутаминовая кислота (аминоглутаровая) относится к классу дикарбоновых кислот Имеет структурную формулу. НООС-(СН2)2-СН(NН2)-СООН.

В значительном количестве входит в состав растительных и животных белков. Не относится к числу незаменимых, находит широкое применение в медицине при лечении заболеваний, связанных с отравлением печени и почек. В виде глутамата натрия (НООС(СН2)2СН(NН2)СООNа) применяется в пищевой промышленности для усиления вкуса мясных, рыбных и др. продуктов

Для биосинтеза глутаминовой кислоты используются в основном мутанты бактерий вида Corynebactenum gluamicum, обладающие нарушенной ферментативной системой превращения α-кетоглутаровой кислоты в янтарную (НООС-(СН2)2-СООН). Наиболее эффективны те штаммы, которые обладают пониженной способностью к биосинтезу аланина и молочной кислоты. Однако содержание биотина в питательной среде не должно превышать 2-5 мг, поскольку более высокая его концентрация стимулирует рост клеток.

При промышленном культивировании в качестве источника углерода используют сахарозу в составе мелассы. Источником азота обычно является мочевина, реже хлорид или сульфат аммония, кукурузный экстракт. Однако последний возможно применять только на стадиях получения посевного материала из-за высокого содержания в нем биотина.

Посевной материал готовят путем культивирования штамма-продуцента в течение 24 часов в асептических условиях.

Для промышленных штаммов Corynebactenum gluamicum питательные среды при произ​водстве посевного материала, как правило, содержат следующие компоненты (в %):

 меласса - 8,

кукурузный экстракт - 0-3,

 хлорид аммония - 0.5, 

двухзамещенный фосфат калия - 0.05,

 сульфат магния - 0.03,

синтетический пеногаситель (пропинол Б-400) - 0.1%.

Питательные среды на стадии основной ферментации вместо кукурузного экстракта и со​лей аммония содержат до 2% мочевины, содержание мелассы возможно увеличить до 20%, около 1% мела (для рН статирования и как источника микроэлементов).

Процесс биосинтеза ведут при температуре 28-300С, рН=7.0-7.2, интенсивной аэрации в течение 48-52 ч. В конце биосинтеза содержание глутаминовой кислоты составляет 45 г/л.

Технологическая схема выделения глутаминовой кислоты из культуральной жидкости и ее очистки строится исходя из ее физико-химических свойств: низкой растворимости в воде, особенно вблизи изоэлектрической точки. Она предполагает проведение следующих операций (рис.6):

1 Предварительная обработка культуральной жидкости. Осуществляется путем добавления в культуральную жидкость известкового молока Са(ОН)2. При этом ионы Са2+ связываются с ионами РО4-3 с образованием осадка Са3(Р04)2, который "склеивает" клетки продуцента и облегчает их отделение на стадии фильтрования.

2. Отделение биомассы продуцента. Проводят фильтрованием или центрифугированием.  При этом достигается отделение клеток продуцента и др. взвешенных частиц.

3 Осветление фильтрата. Состоит в очистке окрашенного в темный цвет бесклеточного (нативного) раствора от пигментов. Для этого нативный раствор обрабатывают активированным углем или подвергают ионообменной очистке на анионите.

4 Концентрирование осветленного раствора глутаминовой кислоты. Его проводят путем выпаривания под вакуумом при температуре 40-60СС. При этом из раствора удаляют 50-80% воды

5. Осаждение кристаллов глутаминовой кислоты. Для этого упаренный раствор закисляют соляной кислотой до рН=3.2. (изоэлектрическая точка глутаминовой кислоты) и охлаждают до 4-15°С. Выпавшие кристаллы отделяют фильтрованием. Выход продукта на этой стадии составляет 77%.

6 Очистка технического продукта перекристаллизацией. Полученные на предыдущей стадии кристаллы глутаминовой кислоты растворяют в дистиллированной воде при температуре 50°С, закисляют до рН 3.2 соляной кислотой, охлаждают до температуры 4-15°С. Выпавшие кристаллы отделяют фильтрованием.

7. Сушка кристаллов глутаминовой кислоты. Эту стадию проводят под вакуумом или в токе нагретого воздуха при температуре 60-70°С.

8. Получение глутамата натрия. Если конечный продукт выпускают не в виде свободной кислоты, а в виде ее натриевой соли (глутамат натрия), то после проведения 6 стадий  влажные кристаллы растворяют в дистиллированной воде и нейтрализуют 45-50%-м раствором гидроксида натрия до рН 6.8-7.0, после чего раствор фильтруют и выпаривают до содержания сухих веществ около 60%. Упаренный раствор передают на кристаллизацию. Ее проводят в течение 3-х сугок при постепенном снижении температуры до 4-6°С. Кристаллы глутамата натрия отделяют центрифу​гированием и сушат в токе горячего воздуха. В результате получают глутамат натрия пищевого назначения, который имеет следующий состав:

основное вещество - не менее 94%,

 хлорид натрия - не более 5%,

 влага - не более I %.

Микробиологическое производство лизина

Лизин (α,ε-диаминокапроновая кислота) относится к основным аминокислотам, хорошо растворим в воде. Относится к числу незаменимых аминокислот.

В организме человека и животных способствует секреции пищеварительных ферментов и транспорту кальция в клетках, улучшает азотный баланс в организме.

Промышленными продуцентами лизина являются ауксотрофные бактерии Соrупеbаctеriит glutamicum и Вrеvibаctеriит flavuт. Перед получением посевного материала исходную культуру проверяют на:

1) отсутствие посторонних клеток и сохранение ауксотрофности;

2) на продуктивность, т.е. способность накапливать целевой продукт в заранее известной концентрации на производственной питательной среде.

Поскольку при культивировании продуцентов лизина происходит интенсивное образование пены, то необходимо введение в питательную среду пеногасителя.

Питательная среда для культивирования может содержать в качестве основного источника углерода мелассу, уксусную кислоту или их смеси. Среди источников азота наиболее часто используют соли аммония и кукурузный экстракт (его получают путем обработки кукурузных жмыхов серной кислотой при температуре 90-100°С), кислотные гидролизаты дрожжей или кабина (белок молока). Последние содержат необходимые ауксутрофному штамму аминокислоты и витамины. Также в питательной среде должны содержаться соли макроэлементов: калия, фосфора, магния. Микроэлементы обычно не добавляют - их достаточно в мелассе (рис.3).

Посевной материал размножают в две стадии: сначала в колбах, а затем в посевных аппаратах. Их объем зависит от объема промышленного ферментера и обычно составляет 10 м3 . Состав питательной среды в колбах может быть следующим:

меласса (в пересчете на сахар) - 7.5%,

кукурузный экстракт (содержит 50% АСВ) - 2.0%,

сульфат аммония - 2.0%,

однозамещенный фосфат калия - 0.05%,

двухзамещенный фосфат калия - 0.05%,

мел - 1.0%,

пеногаситель - 0.1%.

Культуру выращивают при температуре 28-32°С в течение 18-24 ч, рН среды 7.0-7.2. Об окончании процесса судят по достижению определенной концентрации клеток.

Если в качестве источника углерода используют уксусную кислоту, а точнее ацетат аммония, то учитывают, что при концентрации ацетат-иона выше 2% наступает угнетение роста клеток. Поэтому при культивировании осуществляют дробную подачу субстрата по мере его потребления клетками.

Посевной материал в количестве 5-10% от объема питательной среды поступает в ферментер. Состав питательной среды в посевном аппарате:

1) при культивировании на мелассных средах:

 меласса (по содержанию сахара) - 7.0-12.0%,


кукурузный экстракт (по СВ) - 1.2-1.5%.


 сульфат аммония - 2.0%, 


однозамещенный фосфат калия - 0.05%,


двухзамещенный фосфат калия - 0.05%,

мел-1.0%,

2) при культивировании на ацетатной среде:

ацетат аммония - 1.5%.

глюкоза -1.0%,

однозамещенный фосфат калия - 0.02%,

сульфат магния - 0.04%,

сульфат аммония - 3.0%,

гидролизат соевой муки - 1.5%.

Продолжительность ферментации составляет 55 - 72 ч, процесс проводят при интенсивном перемешивании и аэрации среды, постоянной температуре 28-32°С, рН 7.0-7.5 (поддерживается добавлением в среду аммиачной воды) и периодической подачей стерильного пеногасителя (рис.7).

При выращивании продуцента на ацетате осуществляют дробную подачу субстрата. Процесс культивирования состоит из двух стадий. В первые сутки клетки потребляют около 25% углеводов и азотистых веществ, в это время накапливается почти вся биомасса. На второй стадии скорость накопления биомассы резко снижается, но происходит накопление лизина в культуральной жидкости. Конец процесса биосинтеза определяют, когда концентрация лизина составляет 60-100 г/л, а титрующий агент (аммиачная вода) перестает потребляться.

Готовая культуральная жидкость поступает на переработку (рис.7). В основном L-лизин используется для приготовления премиксов, а также для перорального и парентерального питания в производстве препаратов медицинского назначения.

Для получения кормовых продуктов пригодны препараты лизина с содержанием основного вещества (лизинмонохлоргидрата) от 70% и выше. Традиционные фирмы-производители лизина выпускают лизин для кормопроизводства с содержанием лизинмонохлоргидрата 95-98%. При этом допускается окраска кристаллов в желтый и светло-коричневый цвета. К препаратам медицинского назначения предъявляются более жесткие требования. Так, для парентерального питания содержание основного вещества должно быть не ниже 99%. Это означает, что технологии производства препаратов кормового и медицинского назначения должны иметь различия. Очевидно, что для нужд кормопроизводства технологический процесс выделения и очистки лизина должен быть максимально простым.

Готовый продукт содержит 90-95% основного вещества, 1.0-2.5% золы и до 2,0% свободной влаги, представляет собой сыпучий кристаллический порошок от светло-желтого до светло-коричневого цвета. Основное назначение - полупродукт для производства кормовых добавок, однако может быть использован как сырье для получения из него препаратов медицинского назначения. Начинать их производство можно уже со стадии кристаллизации технического продукта. Для этого сырые кристаллы растворяют в обессоленной воде до концентрации 15% СВ. К раствору добавляют до 5 мас.% активированного угля для сорбции окрашенных соединений, 2-4 ч перемешивают и подвергают вакуум-концентрированию до 50% СВ. Критерием качества очистки является наличие окраски полученного концентрата. Допускается его легкое окрашивание. Если этого не наблюдается, операцию очистки активированным углем повторяют.

Кристаллы высушивают в вакуум-сушильном шкафу при температуре не выше 60°С в течение 10-12 ч до остаточной влажности 0.1%. Готовый продута должен содержать не менее 99% основного вещества. Он предназначен для приготовления препаратов перорального питания. Применение активированного угля часто позволяет очистить субстанцию и от пирогенных и реактогенных примесей, наличие которых недопустимо в производстве препаратов парентерального (внутривенного) питания. Однако это наблюдается не всегда. Поэтому используются и дополнительные стадии очистки. Например, перекристаллизация аминокислот из 50%-го этанола и др.

Образующиеся после ферментации клетки микроорганизмов, наряду с отработанными маточными растворами, обычно утилизируют в белковый кормовой продукт по технологии производства кормовых дрожжей.

