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Studium biosyntézy L-lysinu se v souCasné dob& zabyva
teSenim aplikace dusikatych zdroji se zaméfenim na do-
mdci suroviny s cilem nahrady dosud pouZivanych hyd-
rolyzati dovdZené arafidové mouky. Na zdkladd analfz,
dostupnosti a cenovych relaci se ukazuji jako vhodné
zdroje dusiku pro fermentaci lysinu extrahovany Fepkovy
nebo Inény Srot a déle bavlnikovy &rot resp. jejich kyse-
1é hydrolyzéaty; jako zdroj dusiku pro primyslovou vi-
robu lysinu se v Sovétském svazu aplikuji hydrolyzaty
krmnych kvasnic [1]. Nékteré fermenta®ni postupy vy-
uZivaji jako zdroju dusiku hydrolyzaty bilkovin z arasi-
dové nebo s6jové mouky [2, 3|, ddle hydrolyzovany ka-
sein [4] nebo dusikaté substrdty na bazi NZ-aminu [5].
Cilem prace bylo ovéfit moZnosti fermenta&ni pfipravy
L-lysinu u kmenfi Brevibacterium flavum a Corynebacte-
rium glutamicum pri aplikaci klasického sacharosového
postupu a hydrolyzati nestandardnich zdrojit dusiku v la-
boratornim méritku.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismy: jako experimentdlni materidl byly
v pokusech pouZivany tyto produkéni kmeny: Brevibacte-
rium flavum (hom—, AEC’) a Corynebacterium glutami-
cum [hom—, leu— a AMTB") ze sbirky mikroorganismi
VOAB Roztoky u Prahy. Pou#ité zkratky: hom—, leu~ =
produk&ni kmeny vyZaduji k riistu homoserin a leucin;
AECY = rezistence vii¢i S-aminoethylcysteinu; AMTBT
= rezistence na S-aminometylthioméaselnou kyselinu.
Kmeny se uchovdvaji na MPA agarech pfi teploté 5°C;
pasdZovani po 21 dnech.
Pfiprava hydrolyzati dusikatych zdroji:

do Erlenmayerovy baiiky objemu 2 litrdl se navaZi 150 g
dusikatého substratu a ptida se 450 ml destilované vody;
po rozmichani se postupné piidd 60 ml 96% kyseliny si-
rové. Ndadoba se ddle ponecha stat p¥i laboratorni teplo-
t& 6—8 hodin. Vlastni hydrolyza probihd pii 120°C v au-
toklavu po dobu 3—4 hodin. Po ochlazeni se k hydroly-
zdtu pFidd 350 ml destilované vody a filtruje se [papiro-
vy filtr ,Filtra 388 m"“); materidl zachyceny na filtru se
dédle promyje 250 ml destilované vody s teplotou 60°C.
Uchovéavani hydrolyzéatd p¥i 5 °C.
Analytické metody: kvantitativni analyza aminokyselin
byla provedena ma automatiickém analyzdtoru aminoky-
selin AA-881 [Mikrotechna, Praha) metodou podle [6] a
analyza L-lysinu oscilopolarografickou metodou [7].

POSTUPY

SloZeni inokulatniho média: varna bafika 500 ml se plni
50 ml inokulaénfho média tohoto sloZeni: sacharosa techn.
3 g, octan sodny kryst. 2 g, kukufiény vyluh (60 9% hm.
suiny) 3 g, voda destilovand ad 100 ml; pH média se
upravi na 7,0. Po zaotkovani se baiky kultivuji na ro-
tatni tfepaCce pfi teploté 29°C po dobu 18—24 hodin.
Vyrostlou kulturou se v mnoZstvi 10 % obj. zaotkuji 500
ml varné baiiky, které obsahuji 20 ml fermenfatniho me-
dia tohoto sloZeni: sacharosa techn. 18 g, hydrolyzat du-
sikatého zdroje (6,8—10,2% celk. N] 20 ml, kukufi&ny
vyluh (60 % hm. su$iny) 1g, siran amonny kryst. 1 g,
hydrogenfosforetnan draselny 0,1g, siran hofefnat§
kryst. 0,01 g, uhli€itan vapenaty mlety 3 g, voda dest. ad
100 ml; pH média po sterilaci 7,0. Po zaotkovdni se batiky
kultivuji na rotaéni tfepa&ce (240 ot. min—1) pfi teploté

29°C pfi dpravé média v priibdhu kultivace 10% rozto-
kem amoniaku na hodnotu 7,0—7,2.

VYSLEDKY A DISKUSE

Produk&ni mutanta Brepibacterium flavum vyZaduje
k ristu homoserin, kter§ miiZe byt ve fermenta&nim mé-
diu nahrazen threoninem a methioninem podobné jako dal-
81 produk&ni kmen Corynebacterium glutamicum, ktery
je soutasné dependentni na leucin. Z hlediska téchto ris-
tovych poZadavkii musi hydrolyzaty nestandardnich zdro-
ji dusiku obsahovat odpovidajici koncentrace poZadova-
nych aminokyselin. Proto se provad{ kvantitativni analy-
za aminokyselin u testovanych dusfkatych substrati.
Z hlediska genetick§ch charakteristik mutantnich kmend
jsou vyznamné koncentrace threoninu, methioninu a leu-
cinu, jak je uvedeno v rabulce 1.

Tabulka 1. Obsah threoninu, methioninu a leucinu v hyd-
rolyzdtech nestandardnich zdroji dusiku (mg/ml)

Hydrolyzat N-zdroje
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threonin 1,31 0,74 0,83 0,90 0,70
methionin 0,76 0,74 0,44 0,52 0,57
leucin 2,31 2,42 2,11 1,48 1,98

celkové

mnoZstyi 4,38 3,90 3,38 2,90 F.20

Z analytickych hodnot je ziejmé, Ze vysoké koncen-
trace poZadovanych aminokyselin jsou pfitomny v hyd-
rolysatu extrahovaného Fepkového 3Zrotu. MnoZstvi leu-
cinu v hydrolyzdtech Kolisd mezi 0,19—0,24 % s v§jim-
kou Inéného Srotu s koncentraci 0,14 %. Celkové mnoZstvi
esencialnich aminokyselin v experimentdlnich hydroly-
zatech se pohybuje mezi 0,29—0,43 %. U kontrolni arasi-
dové mouky pPedstavuje 0,32 %. MnoZstvi threoninu a
methioninu v hydrolyzdtech arasidové mouky a krmného
droZdi jsou niZsi neZ v ostatnich typech experimentdlnich
zdrojl dusiku.

Produkce L-lysinu u kmene Brevibacterium flavum na
bazi sacharosové technologie s pouZitim nestandardnich
zdrojii dusiku uvadi fabulka 2. Vysledky jsou v priiméru
niZsi o 3—7 g/l frementatniho média ve srovnédni s prii-
mérnou hodnotou produkce lysinu v kontrolnim postupu
s hydrolyzatem arasidové mouky. V pfipadé hydrolyzatu
krmnych kvasnic je produkce lysinu znaéné niZ8i proti
vyteZku v kontrolnim postupu. Negativni vliv na biosyn-
tézu lysinu mohou mit pravdépodobné fosfatové ionty
pfitomné ve znatném mnoZstvi v hydrolyzatu droZdi.
Soucasné je moZno uvazoval o zvy3ené citlivosti pro-
dukéni mutanty Brewvilacterium flavum na pFitomnost
fosfatl ve fermentanim meédiu.
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Tabulka 2. Produkce L-lysinu u kmene Brevibacterium
flavum na bdzi sacharosové technologie s pouZitim ne-
standardnich zdroji dusiku

: Produkce L-ysinu

’ L | v g/1 fermentacni-

s Bl | ho msdia/95—120
| hodin kultivace

hydrolyzat
araSidové mouky (kontrola) 4448 g/1
hydrolyzat
fepkového Srotu 37—43 /1
hydrolyzat
bavinikového Srotu 36—42 g/l
hydrolyzat
krmného drozdi [Candida sp.) 20—24 g1
hydrolyzat
Inéného Srofu 40—45 g/1

Tabulka 3. Produkce L-lysinu u kmene Cyrynebacterium
glutamicum na bdzi nestandardnich zdroji dusiku na bdzi
sacharosové technologie

Produkee L-ysinu

v g/1 fermentaéni-
ho m3dia/95—120
hodin kultivace

Zdroj dusiku

hydrolyzdt
aradidové mouky (kontrola] 35—40 g/l
hydrolyzat
fepkového 3rotu 40—45 g/1
hydrolyzat
bavinikového 3rotu 33—38 g/l
hydrolyzat
krmného droZdi (Candida sp.) 40—44 g/l
hydrolyzat
Inéného 3rotu 42—45 g/l

Testovanim produkéniho kmene Corynebacterium glu-
tamicum pti aplikaci stejné série hydrolyzatd nestandard-
nich zdroji dusiku byly ve fermentaci L-lysinu ziskany
vytéZky pPehledné uvedené v tabulce 3. Produkce lysinu
jsou dobie srovnatelné s vytéZky aminokyseliny v kon-
trolnim postupu; ve fermentaci s pouZitim hydrolyzati
fepkového, Inéného srotu a krmného droZdi byly zjisté-
ny vy33i produkce neZ v kontrolnim postupu. Ukazuje se,
Ze pro jednotlivé produkéni mutanty kment Brevibacte-
rium flavum a Corynebacterium glutamicum je nezbytné
stanovit oplimdlni mnoZstvi jednotlivich hydrolyzatd
[% obj. ve fermentatnim médiu] pro zabezpeteni riistu
a produkce L-lysinu pro dosaZeni vwyt8Zki jako v kon-
trolnim postupu s dosud pouZivanym hydrolyzdtem ara-
sidové mouky.

Uvedené nestandardni zdroje dusiku pro fermentaéni
pripravu L-lysinu pfedstavuji rezervni suroviny dostup-
né v dostatetném mnoZstvi a pritom cenové levnéjsi opro-
ti dovaZené ara3fdové mouce. Tyto zdkladni poznatky
s aplikaci novych zdrojii dusiku pro fermentaéni techno-
logii L-lysinu mohou po ové&feni ve vy33ich fermentacnich
stupnich byt podkladem pro vypracovani ekonomicky vy-
hodného postupu primyslové pfipravy této vyznamné
esencidlni aminokyseliny.
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Smékal, F. - Bulant, V. - Kindlova, E. - Mazalova, M. -
Ulbert, S.: Produkce L-lysinu pfi aplikaci nestandardnich
zdrojii dusiku. Kvas. priim., 28, 1982, &. 2, s. 39—40.

Byla studovdna produkce L-lysinu u kmenti Brevibac-
terium flavum a Corynebacterium glutamicum na bazi sa-
chardzové technologie pri aplikaci nestandardnich zdro-
ji dusiku, jako jsou hydrolyzédty extrahovaného Fepko-
vého, Inéného a bavlnikového Srotu a déle hydrolyzaty
krmného droZdi. Aplikaci téchto N-zdrojit bylo dosaZeno
produkeci mezi 36—45 g L-lysinu/l fermenta¢niho média
za 96—120 hodin kultivace. Vysledky ukazuji na redlnou
moZnost ndhrady pouZivané aradidové mouky nékter¢mi
tuzemskymi surovinami, a to za podminek optimalizace
obsahu dusikatého zdroje ve fermentaénim médiu.

Cmexan, ®., Bynanr, B., Kumpiosa, E., Mazanosa, M.,
YanGepr, C.: Tlpopyknus L-n1u3HHa UPH  OpHMEHeHHN
HECTAHNAPTHBIX MCTOYHMKOB asota. Ksac. mpym., 28

1982, No 2, str. 38—40.

Buina necnenoBana npopsikuus L-JHM3HHA IS LITaMMOB
Brevibacterium flavum, Corynebacterium glutamicum na
fase caxaposHOfi TeXHOJHLHH C NPHMEHEHHEM HECTAHIapT-
HbIX HCTOYHHKOB a30Ta, KaK THAPOJH3ATH 3KCTparHpyeMo-
ro, JLHAHOTO M XJONYATHOTO MOMOJOB, Aajee rHApPOJH3aThl
KODMOBHIX jpoxcikefi. TIpuioKeHHeM 3THX HCTOYUHHKOB
a3ora ObLI0 HMOCTHIHYTO NPOAYKUHEH OT 36 10 451 L-au3u-
Ha / 1 tepmenTanunonHoii cpeanl B Tevenne 96—120 wacos
KY/JbTHBHDOBAaHHA. PesyaeTaTH MNOKa3HBAKT DPeatbHYIO
BO3MOMKHOCTb SaMEHBl HCIOJb3YEMOIl apaxuJHoli MyKH Ha
HEKOTOPEIE OTeYeCTBEHHBIE BHILI CLIPhS, H TO B yCJAOBHAX
ONTHMH3ALMH COJEpPMAHHA A30THCTOIO HCTOUHHKA B (ep-
MEHTalHOHHOH cpene.

Smékal, F. - Bulant, V. Kindlovd, E, - Mazalova, M. - Ul-
bert, S.: Production of L-Lysine Using Non Standard Nitro-
gen Sources. Kvas. prim. 28, No. 2, pp. 39—40.

The production of L-Lysine with the strains Brevibac-
terium flavum and Corynebacterium glutamicum using
saccharose technology and non-standard nitrogen sources
such as hydrolysates of extracted rape, flax and cotton-
-plant crush and hydrolysates of fodder yeast was
studied. Using these N-sources the production in a range
from 36 to 45 g L-Lysine per litre of a cultivation broth
in 96—120h of the culture was achieved. The results
show a possibility to substitute peanut meal by inland
raw materials. In addition, using these subtitutes the
quantity of N-source in the culture medium can be opti-
malized.

Smékal, F. - Bulant, V. - Kindlovi, E. - Mazalova, M. -
Ulbert, S.: Produktion des L-Lysins bei der Applikation
nicht iiblicher Stickstoffquellen. Kvas. prim. 28, 1982,
No. 2, S. 39—40.

Es wurde die Produktion des L-Lysins bei den Stdmmen
Brevibacterium flavum und Corynebacterium glutamicum
auf der Basis der Saccharosetechnologie bei Applikation
nicht tblicher Stickstofiquellen wie Hydrolysate des
extrahierten Raps-, Flachs- und Baumwollschrots und
Hydrolysate der Futterhefe studiert. Durch Applikation
dieser N-Quellen wurde die Lysinproduktion zwischen 36
und 45 g L-Lysin/l Fermentationsmedium im Verlauf ei-
ner 96—120stiindiger Kultivation erreicht. Die Ergebnisse
zeigen die reale Moglichkeit des Ersatzes des Erdnuf-
mehls durch inldndische Rchstoffe, und zwar unter der
Bedingungen der Optimalisation des Gehalts der Stick-
stoffquelle in dem Fermentationsmedium.



