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ОПТИМИЗАЦИЯ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ БИОСИНТЕЗА 
Լ-ПРОЛИНА

А.А. ВАРДАНЯН, К.И. АТАЯН, А.С. САГНЯН, А.С. ЗУРАБЯН

НИИ "Биотехнология", 375056, Ереван

Проведена оптимизация технологических параметров процесса биосинтеза 
Լ-пролина на различных стадиях ферментации. Показано, что одновременная 
оптимизация уровней таких технологических параметров, как pH, температура и 
коэффициент массопередачи (К1а). позволяет уточнить режимы ферментации, 
обеспечивающие увеличение концентрации пролина на 30-35% и коэффициента 
конверсии сахара на 25-30%.

Իրականացվել է Լ-պրոլինի կենսասինթեգի տեխնոլոգիական պարամետրերի 
օպտիմիզացիան ֆերմենտացիայի տարբեր փուլերում: Ցույց է տրվել, որ pH-ի, 
ջերմաստիճանի և զանգվածափոխանցման գործակցի (Kia) միաժամանակյա 
օպտիմիզացումր հնարավորություն է տալիս բարձրացնելու Լ-պրոլինի կոնցենտրացիան 
30-35%-ով և շաքարի փոխակերպման գործակիցը 25-30%-ով:

I he optimization of technological parameters՛ for L-proline biosynthesis on different 
stages of fermentation has been realized. The simultaneous optimization of pH, tempera­
ture and mass transfer coefficient (Kia) permits to increase the concentration of L-proline 
to 30-35% and the coefficient of sugar conversation to 25-30%.

Լ-пролин - биосинтез аминокислот - ферментация

Эффективность культивирования микроорганизмов с целью синтеза L- 
пролина зависит не только от выбранного продуцента, состава и соотношения 
компонентов питательной среды, но и от условий культивирования 
(технологических параметров процесса ֊ pH; температуры и коэффициента 
массопередачи (К1а). Данные о влиянии pH, температуры и К1а на развитие 
и биосинтез пролина при использовании различных продуцентов 
немногочисленны, но они свидетельствуют о том, что при получении L- 
пролина оптимальные значения pH и температуры (t) в зависимости от вида 
используемого продуцента находятся в диапазоне 6,8-7,5 [1, 2, 4, 5] и 30-32° 
|6] соответственно. Было показано, что штаммы-продуценты пролина 
особенно чувствительны к недостатку кислорода |3]. Однако в литературе 
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отсутствуют данные относительно оптимальных значений pH, температуры и 
К1а на различных стадиях ферментации пролина.

В связи с этим представлялось интересным провести оптимизацию 
технологических параметров процесса биосинтеза Б-пролина на различных 
стадиях ферментации.

Материал и методика Использовали штамм-продуцент Б-пролина Вгех^Ьасгепчт 
Аахит АР-111. селекционированный в НИИ "Биотехнология". Культивирование штамма- 
продуцента проводили на предварительно разработанной питательной среде в лабораторных 
ферментерах Вюь1а1. с рабочим объемом 7 дм’, с автоматическим регулированием pH и 
температуры. Б-пролин и сопутствующие аминокислоты культуральной жидкости (КЖ) 
определяли бумажной и тонкослойной хроматографией [3, 8|; объемный коэффициент 
.массопередачи кислорода - методом статической дегазации |7|

Для подбора оптимального значения pH среды варьировали исходные значения его 
от 6,4 до 8,0, шаг варьирования 0.2, его поддерживали на постоянном уровне в течение 
всего процесса.

Результаты и обсуждение. Результаты исследований представлены в 
таблицах и рисунках. Как видно из табл. 1, сравнительно высокий выход 
пролина наблюдается при проведении процесса ферментации при pH 6,8-7,0. 
Отклонение от этих значений приводит к снижению уровня синтеза пролина. 
Мы предполагали, что для обеспечения максимального выхода пролина 
необходимо регулировать pH среды постадийно на протяжении всего процесса: 
на стадии роста культуры (16-18 ч); стадии замедленного роста (16-22 ч); в 
стационарной фазе (22-56 ч). Пределы варьирования pH на указанных стадиях 
составили 6,4-8,0.

Таблица I. Зависимость синтеза пролина и сопутствующих аминокислот при 
фиксированных значениях pH

pH Содержание 
пролина, г/л

Суммарное содержание 
сопутствующих 

аминокислот, %

П родолжитсл ьность 
ферментации, ч

6,4 25±1,2 30 70-72
6,6 28±1.4 25 68-70
6,8 33±1,7 17 62-64
7,0 33±1.7 17 62-64
7.2 30± 1,5 21 68-70
7.4 28±1,4 25 68-70
7.6 25± 1,2 28 70-72
7,8 22+1,1 32 70-72
8,0 22±1.1 32 70-72

Исследования показали, что на стадии роста культуры значение pH 
среды можно варьировать в широких пределах (7,0-7.8); при этом максимальное 
количество биомассы (титр 34-5x10’° кл/мл) накапливается за 16-18 часов. 
На стадии замедленного роста сравнительно высокий выход пролина отмечен 
при pH в пределах 6,8-7,4. Большое влияние на синтез пролина, как показали 
исследования, оказывает значение pH в стационарной фазе (22-58 ч), 
оптимальным при этом оказалось значение pH 6,8-7,0. Отклонение от 
указанных значений приводит к снижению выхода пролина и увеличению 
содержания сопутствующих аминокислот.
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Рис. 1 Динамика биосинтеза пролина и изменения pH в 
питательной среде с постадийным регулированием pH. 1 - 
концентрация пролина; 2 - постадийное изменение pH среды при 
ферментации

Таким образом, для 
процесса ферментации пролина 
определен оптимальный уро­
вень pH-статирования, кото­
рый предусматривает коррек­
цию pH среды с помощью 25%- 
ного раствора аммиака. Резуль­
таты исследований приведены 
на рис. 1.

Изучение влияния темпе­
ратуры на биосинтез пролина 
показало, что максимальный 
выход его (30-33 г/л) наблю­
дается при температуре 30-32°, 
максимальный средний удель­
ный рост культуры (ц=0,156г ') 

при этой температуре отмечается к 14-16 часам культивирования. Понижение 
температуры культивирования до 26-28° отрицательно влияет на все показатели: 
снижается средняя удельная скорость роста культуры (ц=0,074-0,099г1), 
уменьшаются объемная продуктивность пролина (0,226-0,32 г/л час) и 
коэффициент конверсии сахара (23,8-27,6).

Иначе на процесс ферментации влияет повышение температуры. Ее 
увеличение до 34-36° благоприятно влияет на рост культуры - средняя удельная 
скорость ц=0,206-0,219г1 отмечается к 12 часам культивирования. Однако 
при этом резко снижаются удельная средняя активность образования пролина 
единицей биомассы (0,022-0,015 г/ч.б.м), объемная продуктивность пролина 

Рис. 2. Влияние постадийного изменения температуры на процесс 
биосинтеза Ь-пролина, г/л. 1 - концентрация 1_-пролина; 2 - 
концентрация пролина при температуре 32’, г/л.

(0,251 г/л час), что говорит 
о нецелесообразности 
поддержания такой темпе­
ратуры в течение процесса. 
На основании полученных 
данных для проведения 
ферментации пролина нами 
был выбран следующий 
температурный режим: в 
течение первых 12-16 ч 
(фазы адаптации и логариф­
мического роста культуры) - 
34/36° и 30/32° - с 12-16ч 
культивирования до конца 
ферментации. Влияние по­
стадийного изменения тем­
пературы на процесс биосин­
теза пролина показано на 
рис. 2.

208



О ПТИ М И ЗДЦ И Я ТЕХН ОЛ О Г И Ч ЕС К И X П А РА М ЕТ РО В Б И ОС И НТЕ ЗА I ПРОЛИНА

Как видно из рисунка, постадийное изменение температуры позволяет 
сократить продолжительность процесса на 8-10 часов, что приводит к 
повышению производительности на 15%.

Установлено также, что для биосинтеза пролина необходима 
интенсивная аэрация, 4-5 1 О2/л час. С целью оптимизации процесса изучена 
потребность продуцента Вг./!а\՝ит АР-111 в кислороде в различных фазах его 
роста. Данные о скорости потребления кислорода культурой в динамике 
приведены в табл. 2.

Таблица 2. Потребление кислорода продуцентом в различных фазах его роста

Параметры Продолжительность культивирования, ч

0-9 10-20 20-35 36-64

О(млО,/л мин) 
К1а( ч 1)

4.05 
40

18.8
200

13.3
140

5.19 
50

Предварительно была оценена К1а аппарата. В первой серии опытов.
проведенных в условиях, обеспечивающих рассчитанные значения К1а, 
наблюдалось ускорение роста популяции. Однако при этом начиная с 36 ч 
биосинтеза замедлялась скорость накопления пролина и увеличивалось 
количество молочной кислоты до 16-18 г/л. Для устранения этого недостатка 
было экспериментально выбрано оптимальное значение К1а для последних 
часов роста культуры, равное 100-12011, при котором происходит 
интенсивный биосинтез пролина, а концентрация молочной кислоты не 
превышает 3.0-4.5 г/л.

В результате проведенных исследований показано, что выбранные 
значения К1а позволяют повысить производительность процесса на 14% и 
снизить энергетические затраты на 35-40%.

Одновременная опти­
мизация уровней таких тех­
нологических параметров, 
как pH, температура и К1а, 
позволила уточнить режимы 
ферментации, обеспечива­
ющие увеличение концен­
трации пролина на 30-35% 
(42,5 г/л), коэффициента 
конверсии сахара на 25-30%, 
удел ьну ю п ро и з вод и тел ь- 
ность на 70-80%.

Динамика процесса 
ферментации пролина при 
бпп 1 мизированн ых режг։ мах 
pH, температуры и К1а 
представлена на рис. 3.

Рис. 3. Динамика процесса ферментации при 
оптимизированных режимах pH, температуры (1), К1а. 
1 - концентрация пролина, г/л;
2 - титр культуры, кл/мл;
3 - концентрация молочной кислоты, г/л.
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КОНКУРЕНТОСПОСОБНОЕ СООБЩЕСТВО АССОЦИАТИВНЫХ 
ДИАЗОТРОФОВ В РИЗОСФЕРЕ ЯЧМЕНЯ

В.Г. НИКОГОСЯН, И.Б. БАГДАСАРЯН

Институт .микробиологии НАН Армении. 378510, г. Абовян

Изучено сообщество азотфиксирующих микроорганизмов (САМ) из 
ризосферы ячменя, отличающееся высокой азотфиксирующей активностью, 
конкурентоспособностью и ростетимулирующим действием на пшеницу. 
Исследованное САМ А43 состоит из диазотрофов. принадлежащих к родам Azoto- 
bacrer, Bacillus, Klebsiella и других сопутствующих бактерий. Этот состав в течение 
6-летнего лабораторного хранения не изменяется. Показано, что наличие в САМ 
культуры Erwinia sp. защищает диазотрофов от окружающих конкурентов и с разной 
активностью подавляет рост ряда фитопатогенных бактерий.

Ուսումնասիրվել է գարու ռիզոսֆերայից մեկուսացված ազոտֆիքսող մանրէների 
համակեցություն (ԱՄՀ), որն օժտված է ազոտի ֆիքսման մեծ ակտիվությամբ, մրցունակ 
է և նպաստում է ցորենի սերմերի աճեցողությանը: Պարզվել է. որ փորձարկված А43 (ԱՄՅ) 
կազմված է Azotobacter. Bacillus, Klebsiella ցեղերին պատկանող ղիազոտրոֆներից և 
նրանց ուղեկցող այլ մանրէներից: Համակեցության այղ կազմը լաբորատոր պայմաններում 
վեց տարիների ընթացքում պահպանվել է նույնությամբ: Ցույց է տրված, որ ԱՄՀ-ում 
զարգացող Erwinia sp.-h ղիազոտրոֆներին պաշտպանում է շրջապատի մրցակիցներից 
և տարբեր ակտիվությամբ ճնշում մի շարք ֆիտոպաթոգեն բակտերիաների զարգացումը:

A community of nitrogen-fixing microorganisms (CNFM) isolated from rhizo­
sphere of barley with high nitrogen-fixing activity, the competitor stability and stimulating 
growth activity of wheat seeds has been studied. The community A43 consists of diazotrophs
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