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Tradiéng pouZivanymi surovinami pro fermentaéni
pfipravu L-lysinu jsou sacharosa a melasa a dusikaté
anorganické a organické komplexni zdroje, které za-
bezpe&uji rist produkénich mikroorganismi. Pro bio-
syntézu aminokyselin se dale aplikuji jako zdroje uhliku
latky petrochemické povahy (synteticky ethanol, Kky-
selina octové, glykoly apod.). Mikroorganismy produku-
jici L-lysin asimiluji uvedené suroviny pro tvorbu bio-
masy a produkci extracelularnich metabolitli s raznou
intenzitou podle typu uhlikatého zdroje v rlistovém mé-
diu. Tim je urdovana rtzna koncentrace Zivin na pocat-
ku kultivace, rizeni fermentaéniho postupu, zplisob dav-
kovani uhlikatého zdroje v prib&hu kultivace, uprava
pH, doba fermentace apod. Pro kaZdy typ aplikovaného
zdroje uhliku je zapotfebi vypracovat sloZeni inokulag-
niho a fermentaéniho média a stanovit podminky pro
optimélni reZim fermentace esencidlni aminokyseliny.
Z korynebakteridlnich producenti L-lysinu, ktery jako
jediny univerzaln& syntézuje L-lysin na rtznych typech
uhlikatych zdrojli, je mutantni kmen Corynebacterium
glutamicum 10—20/60. Byl pfipraven v laboratofich
VNII-genetiky v Moskvé. Je charakterizovdn auxotrofil
na homoserin a dale je rezistentni na analog L-lysinu —
S-aminoetyl-L-cystein. V préci jsou popsany tdaje o pro-
dukci L-lysinu na klasickych a nestandardnich zdro-
jich uhliku a jejich kombinacich, které jsou vysledkem
&s.-sovétské spoluprace v oblasti vyzkumu této vyznam-
né esencidlni aminokyseliny.

MATERIAL A METODY

Produk&éni kmen Corynebacterium glutamicum 10—20/

/60 byl uchovdvan pasdZovanim na MPA agarech po
21 dnech a déle uloZenim pfi 4 °C. Pro sledovéani biosyn-
tézy L-lysinu na sacharose, kyseliné octové, hydrolyza-
tech ceredlniho 3krobu a hydrolyzdtu papiru bylo po-
uZito inokulaéniho média tohoto sloZeni: sacharosa
techn. 20 g, octan sodny kryst. 40 g, kukufi¢ny extrakt
30 g, voda dest. ad 1000 ml; pro studium produkce L-ly-
sinu na melase a kombinovanych zdrojich uhliku bylo
pouZito inokulainiho média tohoto sloZeni: melasa Fep-
nd 50 g, kukufiény extrakt 30 g, voda dest. ad 1000 ml;
pH médii mezi 7,0—7,2, plnéni 500 ml varnych ban&k po
50 ml média, sterilace pfi 0,12 MPa po dobu 30 minut.

SloZeni fermenta&nich médii pro biosyntézu L-lysinu
na sacharose, melase a kyselin& octové je popsédno v dfi-
v&j§ich pracich [1, 2, 3]. Pro biosyntézu L-lysinu na
hydrolyzatech ceredlniho 3krobu bylo pouZito média
o tomto sloZeni: hydrolyzat je¢ného Skrobu (120 mg re-
dukujicich latek/ml) 700 ml, hydrolyzéat arasidové mou-
ky 200 ml, kukufigny extrakt 10 g, hydrogenfosfore¢nan
draseln§ 1 g, siran hofetnaty kryst. 0,1 g, uhli€itan va-
penaty mikromlety 30 g, voda dest. ad 1000 ml; sloZenf
fermentaéniho média pro biosyntézu L-lysinu na hydro-
lyzatu papiru: enzymovy hydrolyzat papirové drté (5 %
redukujicich 1l4atek/ml) 600 ml, hydrolyzat arasidové
mouky 150 ml, kukufiény extrakt 10 g, hydrogenfosfo-
re¢nan draselny 1 g, siran hofe€naty kryst. 0,1 g, uhli-
gitan vapenaty mikromlety 30 g, voda dest. ad 1000 ml;
sloZeni fermentaéniho média prio biosyntézu L-lysinu na
bazi kombinovanych zdrojii uhliku: melasa repnd 100 g,
hydrolyzat arasidové mouky 150 ml, kukufi¢ny extrakt
10 g, hydrogenfosforecnan draselny 1 g, siran hofetna-
ty kryst. 0,1 g, uhli¢itan vépenaty. mikromlety 30 g, voda
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dest. ad 1000 ml; od 24. hodiny kultivace se do bangk
dvakrat denné& davkuje 1 ml acetat-melasové smési o slo-
Zeni: koncentrovana kyselina octovd 26 ml, octan amon-
ny kryst. 6,25 g, melasa fepné 10 g, voda dest. ad 100 ml;
tprava pH pomoci 10% amoniaku na hodnotu 7,0—7,2
po aplikaci uhlikaté smési. Fermenta&ni baiiky se plni
po 20 ml média, sterilace p¥i 0,12 MPa po dobu 30 mi-
nut, kultivace probihd na rota¢ni tfepadce (6,7 Hz) pfi
teploté 29°C. L-lysin se stanovuje oscilopolarograficky,
redukujici 1atky a dusik metodami popsanymi diive [4,
5].

VYSLEDKY A DISKUSE

Zakladni pokusy u kment Corynebacterium glutami-
cum a Brevibacterium flavum byly zaméfeny na sledo-
vani biosyntézy L-lysinu na fermentatnim médiu se
standardni koncentraci sacharosy (18 % hm.) a fermen-
tacnim médiu s acetdtem jako hlavnim zdrojem uhliku
s davkovanim acetdtové smési v priib&hu kultivace.
Kontrolni kmen Brevibacterium flavum se wvyznaduje
stejnymi genetickymi determinantami jako sovétsky
kmen Corynebacterium glutamicum. Fermentace byla
provedena v batikdch za standardnich podminek kulti-
vace na rotacni tfepacce pri teploté 29°C. Po 96 hodi-
niach kultivace byl u obou kultur stanoven obsah
L-lysinu. Vysledky produkci jsou uvedeny v tabulce 1. Zjis-
téni hodnoty produkci lysinu ukazuji, Ze na fermentaé-
nim médiu se sacharosou meni praktickych rozdilt v syn-
téze lysinu u obou testovanych kment a vysledky jsou
dobfe srovnatelné. V piipadé kultivace na fermentad-
nim médium s acetidtem jako hlavnim zdrojem uhliku
mohou byt rozdily v produkcich zpasobeny niZ$i rych-
losti utilizace acetdtu kmenem Brevibacterium flavum
oproti kmenu Corynebacterium glutamicum.

Tabulka 1. Produkce L-lysinu u kmene Corynebacterium
glutamicum 10—20/60 a Brevibacterium flavum na fer-
mentaénich médiich se sacharosou a kyselinou octovou

Tabulka 2. Produkce L-lysinu u kmene Corynebacterium
glutamicum 10—20/60 a Brevibacterium flavum na fer-
mentaénich médiich s melasou

Produkce
Produkéni Konc. melasy L-lysinu
kmen reduk. latky/ml [g/1 média/
/96 hodin]
Corynebacterium 0 a 23 g
glutamicum }:syfo tack
10—20/60
Brevibacterium ?;? t:i{gvr?;ﬁ{ 1 25¢g
flavum
Corynebacterium 0 4 30g
glutamicum lzi?syé] 3 g
10—20/60
Brevibacterium 11{?'(8 l?g ;egllllk 28¢g
flavum gy

Tabulka 3. Produkce L-lysinu u kmene Corynebacterium
glutamicum 10—20/60 a Brevibacterium flavum na fer-
mentaénim médiu s hydrolyzdtem jeéného Skrobu

Hydrolyzat Produkce
Produként je€ného Skrobu L-lysinu
kKmen (davkovani [g/1 média/
uhlikaté smési) /96 hodin]

Corynebacterium | kontrola 12 g

glutamicum davkovani 24 g
10—20/60 uhlikaté smési

2 A kontrola 14 g

ggt‘a,\gglacterlum davkovéani 26g
uhlikaté smési

Tabulka 4. Produkce L-lysinu u kmenu Corynebacterium
glutamicum 10—20/60 a Brevibacterium flavum na kom-
binovangch uhlikatgjch zdrojich (10 % hm. melasy +
acetdt — melasovd smés)

Produkce
Produkéni ¥ - L-lysinu
kmen N - (/1 mé&dia/
/96 hodin]
|
18 % hm. 1 38g
sacharosy
Corynebacterium | kyselina ! 27g
glutamicum octova |
10—20/60 (4% Na-ace- [
tat + aceté- ;
tova smés)
18 % hm. sa- 40g
charosy
Brevibacterium llggtsgéléna &h
flavum (4% Na-ace-
tat + aceta-
tova smés)

Produk&ni Doba kultivace Pf_‘ig;”ill‘l‘f

kmen hodiny [g/1 média]
Corynebacterium ig ig g
glutamicum 72 25g
10—20/60 96 26 g
24 78
Brevibacterium 48 13 g
flavum 72 21g
96 23 g

Podobné byla testovdna produkéni schopnost obou
kment na fermenta¢nim médiu s melasou s koncentra-
cemi 15% hm. a 18 % hm. Vysledky stanoveni L-lysinu
poukazuji na vyrovnanost produkce u obou producentd
lysinu pfi aplikaci uvedenych koncentraci uhlikatého
zdroje. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2. Déale bylo
provedeno srovnédni produkénich vlastnosti obou kmend
na fermenta¢nich médiich, které jako hlavni zdroj asi-

milovatelného uhliku obsahovaly enzymové hydrolyzaty
Skrobové frakce je€né mouky a jako zdroj dusiku stan-
dardni hydrolyzat arasidové mouky. Od 24. hodiny kul-
tivace byly do bansk davkovdny dvakrat denn& 2 ml
hydrolyzdtu ceredlniho 3krobu (220 mg redukujicich 1&-
tek/ml) a soudasn& pH média upravovano 10% rozto-
kem amoniaku na hodnotu 7,0—7,2. Stanoveni L-lysinu
v 96. hodingé kultivace ukazuje, Ze produkce u obou typi
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produkénich kmenidi jsou dobfe srovnatelné. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 3.

Schopnost mutantniho kmene Corynebacterium gluta-
micum produkovat L-lysin na melase jako jediném zdro-
ji uhliku byla déale ov&Fovdna a rozSifena v pokusech
s pouZitim kombinovanych zdroji ve formé& smési me-
lasy a kyseliny octové. Do 24. hodiny kultivace probihal
rist kultury pouze na melase a déile byla do fermentac-
nich banék diavkovadna kombinovand smés obou typd
uhlikatych zdroji pifi soufasné standardni tpravé pH
amoniakem. Fermentace probihala ve fermentaénich
baiikdch po dobu 96 hodin. Vysledky produkeci L-lysinu
uvadi tabulka 4. Z uvedenych hodnot je zFejmé, Ze
u kmene Corynebacterium glutamicum je dosahovano

vy$8i produkéni rychlosti a vytéZku L-lysinu.

Perspektivnim zdrojem uhliku pro biosyntézu L-lysinu
mohou byt enzymové hydrolyzdty papiru ziskané po
pisobeni celuldsového komplexu Trichoderma viride. En-
zymovou hydrolyzou papirové drté lze ziskat roztok ob-
sahujici 1,6 % redukujicich latek/ml a po zahu$téni
zdroj uhliku s obsahem 4,8 % redukujicich latek/ml.
Vedle uvedeného zdroje uhliku obsahuje fermentacni
médium v3echny riistové l4tky a minerdlni sloZky, které
jsou standardné& v ostatnich typech médii. Vysledky pro-
dukce L-lysinu u obou typd produkénich kmend jsou
uvedeny v tabulce 5. Ukazuje se, Ze u kmene Corynebac-
terium glutamicum je dosahovano vy38i produkce neZ
u mutanty Brevibacterium flavum.

Tabulka 5. Produkce L-lysinu u kmenu Corynebacterium
glutamicum 10—20/60 a Brevibacterium flavum na fer-
mentaénim médiu s enzymovym hydrolyzdtem papiru
(4,8 mg reduk. ldtek/ml)

Produkce L-lysinu

Produkéni kmen [/l média/72 hodin]

12 g
glutamicum 10—20/60
Brevibacterium flavum 10g

Corynebacterium E
|

PfedloZend prace s dosaZenymi vgsledky produkci
L-lysinu u mutanty Corynebacterium glutamicum ukazu-
je na vysokou schopnost biosyntézy jak na klasickych
zdrojich, tak i nestandardnich ‘uhlikatych substratech
Charakteristickou vlastnosti je univerzdlnost produkéni
mutanty Corynabacterium glutamicum na rozdil od ji-
nych typid korynebaktérii, které produkuji odpovidajict
mnoZstvi L-lysinu pouze na sacharose nebo melase, jako
napf. Corynebacterium glutamicum ATCC 21526. Dosa-
hované parametry produkci L-lysinu se vyrovnévaji hod-
notdm produkci L-lysinu ng&kterych produk&nich mutant
Brevibacterium flavum pouZivanych v priimyslovém mé-
Fitku pfi vyrob& této vyznamné esencidlni aminokyseli-
ny.
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Produkéni mutanta Corynebacterium glutamicum
10—20/60, vyZadujici k ristu homoserin a soucasné je
rezistentni na S-aminoetylcystein, hromadi ve fermen-
tatnim médiu na klasickych zdrojich uhliku (sacharosa,
melasa) L-lysin podobné jako 'na nestandardnich uhli-
katych surovindch (kyseling octové, hydrolyzéatech
ceredinich $krobii, kombinacich melasa — acetdt a en-
zymovych hydrolyzdtech papiru). Univerzdlni asimilaci
riiznych uhlikatych zdrojé, odpovidajici produkci L-ly-
sinu a zptsobu fermentace se uvedend mutanta podobé
produkénimu kmenu Brevibacterium flavum se stejnou
genetickou determinaci.

Cmekaa, ®., )Kmanosa, H. H., JleonoBa, T. B.. 3aiiuesa,
3. M.: Buocuntes Jl-ausHHa mrammom Corynebacterium
glutamicum 10—20/60. Ksac. npym., 29, 1983, Ne 9, ctp.
208—210.

Ilponykuvonnelii MyTaHT Corynebacterium glutamicum
10—20/60, TpeGymooluii M8 CBOEr0 pocTa TOMOCEPHH
H OJHOBPEMEHHO De3HCTEHTHBIH B OTHOomeHuH K C-amHuHO-
3TAJUHCTeHHY, B (DeDMEHTAllHOHHOH cpeje Ha KJacCHYECKHX
HCTOYHHKAX Yyrjepoja (caxaposa, Mejacca) HaKalJHBaeT
JI-1u3uH NOKOGHO Kak Ha HeCTaHAAaPTHHIX YIJIEPOMHCTBIX
BHJIaX Chipbsi (YKCYCHOHM KHCJIOTE, THAPOJH3aTaX LepeasbHbIX
KpaxMaJjioB, KOMOMHALHSIX MeJacca-alleTaT H 3H3HMHBIX
rugposnsarax Gymaru). Ilpu yHHBepcasbHOH aCCHMHJISIHH
pasHBIX YIJIEPOAHCTHIX HCTOYHHKOB, COOTBETCTBYIOLIEH INpO-
aykuud JI-TH3uHA W MeTofe (epMEeHTAllHH NPHBENEHHBIH
MYTaHT MOX0X Ha MPOAYKUHOHHLIH mITaMM BpeBHOGakTepHIOM
¢daaByM ¢ TOM Ke TeHEeTHUYECKOH NeTepMHHAIHeH.

Smékal, F. - Zdanova, N. 1. - Leonova, T. V. - Zajceva,
Z. M.: Biosynthesis of L-Lysine with the Strain Coryne-
bacterium glutamicum 10—20/60. 1. Non-Standard Sour-
ces of Carbon. Kvas. prim. 29, 1983, No. 9, p. 208—210.

The production mutant of Corynebacterium glutami-
cum 10—20/60 which needs homoserine for growth and
which is resistent to S-amino-ethylcysteine, accumulates
L-lysine in a fermentation medium. The accumulation of
L-lysine was observed in fermentations with standard
carbon sources (Saccharose, molasses) as well as with
non-standard carbon sources (acetic acid, hydrolysates
of cereal starches, mixtures of molasses-acetate and
enzyme hydrolysates of paper). This mutant is similar
to the production strain of Brevibacterium flavum with
the same genetic determination from the standpoint of
the assimulation of various carbon sources, the cor-
responding L-lysine production and the type of fermen-
taticn.

Smékal, F. - Zdanova, N. 1. - Leonova, T. V. - Zajceva,
Z. M.: Biosynthese des L-Lysins bei dem Stamm Coryne-
bacterium glutamicum 10—20/60. Kvas. prim. 28, 1983,
Nr. 9, S. 208—210.

Bei der Produktionsmutante Corynebacterium gluta-
micum 10—20/60, die zum Wachstum Homoserin erfor-
dert und zugleich Resistenz gegeniiber S-Aminoédthyl-
cystein aufweist, wurde die Anh#ufung des L-Lysins auf
klassischen Kohlenstoffquellen (Saccharose, Melasse)
dhnlich wie auf nicht iiblichen C-haltigen Rohstoffen
(Essigsdure, Hydrolysate cerealer Stdrke, Kombinationen
Melasse-Acetat und Enzym-Papierhydrolysaten) fest-
gestellt. In ihrer universalen Assimilation verschiede-
ner Kohlenstoffquellen, die der L-lysin-Produktion und
der Art der Fermentation entspricht, ist die erwdhnte
Mutante dem Produktionsstamm Brevibacterium flavum
mit identischer genetischer Determination &hnlich.



