Vyzkum a vyroba aminokyselin v Ceskoslovensku
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Rozvoj fermentacnich technologii, ke kterému do3lo po
druhé svétové vdlce v souvislosti s vyrobou antibiotik,
umoZnil koncem padesdtych let vyuZit metabolickych
schopnosti mikroorgnismi také k pPipravé aminokyselin.
Ziskani mikroorganismili schopn$ch hromadit v relativng
vysokych mnoZstvich aminokyseliny v prostfedi a vypra-
covani vhodnjych technologickych postupli neobycejné
roz8ifily moZnosti vyuZitl téchto latek. Aminokyseliny
maji znaény vyznam nejen ve vyZivé zvifat — pridanim
lysinu nebo methioninu do krmiv lze zv{3it vyZivovou
hodnotu bilkovin obsaZenych v krmivech, ale nachazeji
uplatnéni i v potravinafstvi jako pfisady zlepSujici chut
potravy [glutamovd Kkyselina] nebo sladidla (napf. gly-
cin). Kromé& krmivafstvi a potravinafstvi jsou aminoky-
seliny vyuZivany také v medicinské oblasti k therapeu-
tickym tucéelim (napf. 3, 4-dihydroxyfenylalanin je apli-
kovan pfi 1écb& Parkinsonovy nemoci) nebo pfi pFipravé
infdznich roztokii. AvSak aplikace aminokyselin se ne-
omezuje jen na tyto oblasti. Ve stadiu vyzkumu a vyvoje
je vyuZiti aminokyselin jako vychozich surovin chemic-
kého primyslu pri pfipravé povrchové aktivnich latek
s vynikajicimi vlastnostmi pracimi a pénicimi nebo pFi
vyrobé umeélych vldken.

Mikrobidlni pfiprava aminokyselin, postupng vytlau-
jici procesy chemické syntézy a extrakce z bilkovinnych
hydrolyzati, zahrnuje jak biotransformaé&ni procesy, zé-
leZejici v premé&né prekurzorii nebo vhodn§ch substrati
enzymovymi systémy nebo jednotlivimi enzymy na Z&-
dané aminokyseliny, tak postupy pfimé fermentace, pfi
kterych produkéni organismy, obyCejné& mutanty bakté-
rii, v médiich s vhodnym zdrojem uhliku, dusiku a s mi-
nerdlnimi solemi produkuji a v prostfedi hromadi vy-
znamnd mnoZstvi aminokyselin.

Vétsina technologii pro pfipravu aminokyselin byla
vyvinuta a do priimyslového méfitka zavedena v Japon-
sku, zaujimajicim v celosvétovém méfitku vedouci po-
staveni ve vyzkumu a vyrob& aminokyselin. Predstavuje-1i
celkovy rotni pffjem z této vyroby ve svétd 1 miliardu
dolarf,, pfipadd z toho téméf polovina (asi 450 miliéni
dolarii) na Japonsko. Mezi pfedni vyrobce patfi firmy
Ajinomoto Co. a Kyowa Hakko Kogyo, monopoln& ovla-

dajici svétovy trh a aktivné se podilejici i v zahranici
na rozvijeni tohoto odvétvi fermenta&niho primyslu bu-
dovanim vyrobnich kapacit, patficich nadndrodnim spo-
le¢nostem, v nichZ obé& firmy participuji jako podilnici
(napf. spoleénost Eurolysine ve Francii nebo Albamex
v Mexiku). Vyrobou aminokyselin se zabyva také firma
Tanabe Seiyaku Co. V tabulce 1 jsou uvedeny hlavni fir-
my, rofni produkce a postupy pouZivané pii wvyrobé
5 aminokyselin, zaujimajici prfedni mista svym roénim
objemem vyroby (lzumi et al., 1978; Hirose a Okada,
1979, — 1981).

Z aminokyselin je v primyslovém méfitku vyrdbéna
v nejvdtsim mnoZstvi L-glutamovd kyselina, zaujimajici
svou rofni produkci 250000 tun prvni misto z produkti
fermentacniho pramyslu. Z tohoto mnoZstvi téméf polo-

Tabulka 1. Viroba aminokyselin pFesahujicich svym roé-
nim objemem 1000 tun

Roéni Vg ‘I
Aminokyselina Vyrobce produk- rgol:l
ce — tun stup
L-glutamov4 kys. | Ajinomoto | 250 000 F
Kyowa |
D, L-methionin | AEC 100 000 S
Degussa |
L-lysin Kyowa 25000 | F
Ajinomoto
| Eurolysine
| Albamex
| Rhéne-Poulenc |
Glycin Ajinomoto 3 000 S
Tanabe |
L-asparagova Ajinomoto |
kyselina Tanabe 1 000 E
Kyowa

E — enzymova metoda
F — pfima fermentace
§ — chemicka syntéza
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Tabulka 2. Postupy priprav aminokyselin vypracované

ve VUAB
Aminoky-
Rok selina Producent
Corynebacterium
1963 | L-lysin glutamicum Hse—
L-glutamo- | Corynebacterium
1965 | va kys. glutamicum
Corynebacterium |
1966 | L-ornithin = glutamicum | Arg—
Corynebacterium |
1968 | L-citrullin = glutamicum | Arg—
L-aspara- Alcaligenes :
1970 | gova kys. metalcaligenes [
| Corynebacterium
1971 | L-valin glutamicum Ile=
Corynebacterium
1972 | L-tyrosin | glutamicum | Phe-
Corynebacterium |
1973 | D, L-alanin | glutamicum | Arg-
L-alanin Streptomyces
| coelicolor
| L-homo- Corynebacterium
1974 | serin glutamicum Thr-—
Corynebacterium
| L-lysin glutamicum Thrs
[ Corynebacterium
1975 | L-threonin | glutamicum AHVT
[ Corynebacterium
| L-trypto- glutamicum indolr
| fan
1976 | L-lysin Corynebacterium AECr
[ glutamicum
1977 | L-lysin Corynebacterium AECT, AHVT
glutamicum
1978 | L-lysin Corynebacterium | AECT, Leu—
glutamicum |
1979 | L-lysin Corynebacterium | AECT, AHVT,
glutamicum i AMTMT
{
Arg- — dependence na arginin
Hse— — dependence na homoserin
Ile—~ — dependence na isoleucin
Leu~ — dependence na leucin
Phe— — dependence na fenylalanin
Thr— — dependence na threonin
Thr® — citlivost na threonin
indol’ — rezistence na indol
AECT — rezistence k 5-[2-aminocethyl]-L-cysteinu [ana-
log lysinu]
AHVT — rezistence k ep-amino-g-hydroxyvalerové kyseli-

né (analog threoninu)
AMTMr" — rezistence k 2-amino-3-methylthiomaselné ky-
seling [analog isoleucinu)

vinu vyrabi firma Ajinomoto. Na druhém misté je D, L-
-methionin, vyrdbény chemickou syntézou. Jeho nejvét-
simi vyrobci jsou zdpadonémeckd Degussa a francouzskéa
AEC ([Alimentation Equilibrée de Commentery). Dalsi
aminokyselinou, jejiZ rofni produkce dosahuje 25 000 tun,
Zz ¢ehoZ 2/3 produkce pfipadaji na Japonsko, pfedeviim
na firmu Kyowa, je L-lysin, vyradbény pfevdZné fermen-
tatni cestou. Vedle této firmy, vyrabg&jici lysin i v Me-
xiku [spoletnost Albamex]), je hlavnim vyrobcem lysinu
Francie, kde se na v§robé& podileji spolefnost Eurolysi-
ne, ve které se spojily japonskd firma Ajinomoto s fran-
couzskou firmou Orsan a dédle firma Rhone-Poulenc.
V mnoZstvi tisice tun jsou vyrabény glycin [chemickou
syntézou) a L-asparagovad kyselina (enzymovou metodou
s pouZitim védzanych bun&k s aspartasovou aktivitou].
Kromé glutamové kyseliny a glycinu, které jsou vyrabé-

ny za méné neZ 4 $/kg, pohybuji se ceny vyie uvedenych
aminokyselin v rozmezi 4—20 $/kg.

Vyzkum fermentadni pfipravy aminokyselin v Cesko-
slovensku byl zahajen v r. 1960 ve Vyzkumném fstavu
antibiotik a biotransformaci v Roztokdch u Prahy. Dobu
témeér 25 let, po kterou se tento vyzkum provadi, lze
rozdélit do 4 obdobi, tasové zhruba odpovidajicich péti-
letkdm. Pfehled o vypracovanych technoelogiich amino-
kyselin s uvedenim jejich producentli podédvad tab. 2
(Plachy 1981].

V pronim obdobi [1960—1965) se vyzkum soustiedil na
vypracovani technologie fermentatni pfFipravy lysinu.
Z prirozenych materidld se podafilo izolovat kmen rodu
Corynebacterium, hromadici v médiu vyznamnd mnoZstvi
glutamové kyseliny. Byla izolovdna mutanta tohoto kme-
ne dependentni na homoserin a hromadici v médiu ly-
sin, s niZ byl v podstaté jiZ v r. 1983 vypracovan tech-
nologicky postup, umoZiujici prfedani nezbytnych pod-
kladf@i v r. 1965 pro vybudovdni zavodu na vyrobu této
aminokyseliny.

V druhém obdobi (1966—1970] byly izolovdny auxo-
trofni mutanty rodu Corynebacterium a vypracovavany
postupy pfipravy ornithinu, citrullinu a tyrosinu v labo-
ratornim méfritku a valinu, D, L-alaninu a L-alaninu
v poloprovoznim méfitku. V tomto obdobi byla také vy-
vinuta enzymovd metoda pfipravy asparagové kyseliny
z fumarové kyseliny s pouZitim kmene Alcaligenes me-
talcaligenes jako zdroje aspartasy. PPl konverzi 85 Y
bylo dosaZeno produkci aZ 50 g.1-1 asparagové kyseliny
(Plachy a Sikyta, 1977). Vypracovand metoda byla kon-
cem let sedmdesatych optimalizovdna vyuZitim techniky
vazanych bunék (&s. pat., 1983), umoZiiujici pFevést po-

stup do vyrobniho méfitka.

Treti obdobi — od r. 1970 do r. 1975 — je charakteri-
zovano jednak ndvratem k problematice fermentaéni p¥i-
pravy lysinu v souvislosti se zahdjenim vyroby této esen-
cidlni aminokyseliny v n. p. Biotika, jednak vypracova-
nim pfipravy dalSich esencidlnich aminokyselin, a to
tryptofanu v provoznim méFitku a threoninu v méritku
laboratornim. Postup piipravy lysinu, pfi kterém byl
potfebny homoserin dodén ve formé kultivatni tekutiny
po fermentaci producenta homoserinu, byl patentové
chranén [¢&s. pat., 1982].

Ve étortém obdobi [1976—1980) se vyzkum soustfedil
na fermentacni p¥ipravua lysinu s cilem ziskat nové vy-
sokoprodukéni mutanty a vypracovat technologické po-
stupy s pouZitim netradi¢nich uhlikatych zdroji (etha-
nol, octovd kyselina). Byla izolovdna mutanta druhu
Corynebacterium glutamicum rezistentni k analogu ly-
sinu, ktera se stala vychozim organismem pFi izolaci
mutant s vice genetickymi znaky. Byl také vyvinut po-
stup enzymové pfipravy L-lysinu z D, L-e-amino-s-kapro-
laktamu s pouZitim hydrolasy a racemasy [Plhdékovd et
al., 1982).

V soufasné dobé je vypracovdvdna metoda fermentalni
pfipravy threoninu s pouZitim kmene Escherichia coli,
ziskaného metodami genového inZenyrstvi a zakoupené-
ho v SSSR v ramci spoluprdce, uskutetiiované na zdkla-
dé dvoustranné dohody uzaviené mezi ¢eskoslovenskym
Federalnim ministerstvem pro technicky a investiéni
rozvoj a Hlavni sprdavou mikrobiologického primyslu pfi
Rad& ministr@ SSSR. S pouZitim iohoto produkéniho
kmene by mélo byt dosaZeno 5—10krdt vys8ich produk-
ci, neZ byly zaznamendny s mutantami ziskanymi klasic-
kymi metodami mutace a selekce. Kromé pripravy threo-
ninu je také sledovdana moZnost piipravy fenylalaninu
enzymovou metodou ze skoFicové kyseliny.

Z postupli vypracovanych ve Vyzkumném dstavu anti-
biotik a biotransformaci byla v Ceskoslovensku v pri-
myslovém méfitku realizovdna pouze fermenta&ni pfi-
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prava lysinu. Vyroba, zahdjend v r. 1971 v n. p. Biotika a
dosahujici roéniho objemu 2100 tun v r. 1975 a 2 900 tun
v r. 1980 ma neustale vzestupnou tendenci. Lysin je vy-
rdbén za cenu srovnatelnou se svétovymi cenami.

Hledajice vhodného producenta glutamové kyseliny,
izolovali jsme z pldy, rostlinnych materidla, Zivo&idnych
zaZivacich traktit a exkrementti 12 000 bakteridlnich
kmenti, z nichZ byl vybrdn jako nejvhodn&jsi kmen Co-
rynebacterium sp. 9366, ktery byl pozdéji identifikovan
jako druh Corynebacterium glutamicum. Tento kmen,
dependentni na biotin, hromadil v médiu s glukosou, s6-
jovou moukou a mocovinou 30 g.l-! glutamové kyse-
liny (Brefka et al., 1964). S produkénim kmenem byl
vypracovan technologicky postup, ovéfeny v provoznim
méfitku, kterym bylo dosaZeno produkci asi 50 g.1-1
glutamové kyseliny za 60 hodin kultivace. Kmen Coryne-
bacterium sp. 9366 byl pouZit jako vychozi organismus
pri izolaci mutant dependentnich na homoserin a hro-
madicich v médiu lysin. Jako mutagéni bylo pouZito
UV-zafeni a dusikatého yperitu; mutanty byly izolovany
penicilinovou metodou. Podafilo se izolovat mutantu
hromadici v prostfedi 20 g.1-1 lysinu ([Brefka et al.,
1964). Tato mutanta byla vyuZita pfi vypracovavani
technologického postupu fermentatni pFipravy lysinu,
kterym bylo dosahovano v médiu se sacharosou a kuku-
fitnym vyluhem produkce aZ 40 g .1-1.

Kmen Corynebacterium sp. 9366 slouZil jako vychozi
organismus také pf¥i izolaci dalSich auxotrofnich mutant
hromadicich se v prostfedi aminokyseliny. PFi indukci
téchto mutant se z pouZivanych mutagéni jako nejvhod-
néjsi osvédtil ethylmethansulfonat, aplikovany dlouho-
dob& [(optimdlni dose — 0,05 M, 18 hodin — Neédsek
et al., 1967). Byly izolovdny mutanty dependentni na
arginin a produkujici ornithin a citrullin, mutanta depen-
dentni na fenylalanin a syntézujici tyrosin, ddle mutan-
ta dependentni na isoleucin a hromadici valin a posléze
mutanta s nedplnym genetickfm blokem, stimulovanéd
v ristu argininem a produkujici do média D, L-alanin.
(Podatilo se také izolovat kmen Streptomyces coelico-
lor, ktery v médiu hromadil L-alanin.) VSechny izolova-
né mutanty vyuzivaly glukosu a sacharosu jako zdroje
uhliku a kukufiény vy¢luh jako komplexni zdroj dusiku,
producent valinu rostl a produkoval v médiu s octanem
amonnym. VySe produkce jednotlivich aminokyselin
byla zédvislda na koncentraci sacharosy a kukufiéného
vyluhu (Plachy, 1970).

Kromé& auxotrofnich mutant kmene Corynebacterium
sp. 9366 byly izolovany také mutanty rezistentni k pre-
kurzorim a analogim aminokyselin. Byla ziskdna mu-
tanta rezistentni k indolu, s niZ byl vypracovdn techno-
logicky postup pfipravy tryptofanu, prodany ve formé li-
cence do MLR a dédle mutanta rezistentni k analogu
threoninu, tj. k «-amino-g-hydroxyvalerové kyselingé
(AHVr), aplikované pfi pfipravé threoninu pfimou fer-
mentadni metodou, nahrazujici prekurzorovy postup
s pouZitim homoserinu, produkovaného mutantou rodu
Corynebacterium dependentni na threonin. Bylo zji§téno,
7e produkci tryptofanu ovliviiuje jak davkovani indolu
jako prekurzoru, tak hladina rozputéného O; v médiu.
Optimdlnich hladin lze dosahnout vhodnym dévkovanim
prekurzoru a dpravou pH. Maximdlni produkce tryptofa-
nu [10 g.1-1) byly dosaZeny za optimdlnich kultivac-
nich podminek po 54 hodindch kultivace [&s. pat., 1983).

V prib&hu sedmdesatfch let byly homoseringdependent-
ni mutanty produkujici lysin nahrazovany postupné mu-
tantami s vice genetickymi znaky. Nejdfive byla izolo-
vdana mutanta Corynebacterium glutamicum rezistentni
k analogu lysinu, tj. k S-(2-aminoethyl)-L-cysteinu
(AECT) a oznalend Corynebacterium glutamicum CCM
3287, s niZ byl vypracovan technologicky postup pFipra-
vy lysinu, ovéfeny v provoznim méFitku. Tato techno-

logie umoZiiuje dosaZeni produkce 60 g.1-! lysinu (&s.
pat., 1982). S pouZitim kmene C. glutamicum CCM 3287
jako vychozim organismem byly izolovdny mutanty sou-
c¢asné rezistentni a auxotrofni (napf. mutanty AECT,
Leu—) a rezistentni k vice analogim [(napf. mutanty
AECT, AHVT). Tyto mutanty byly vyuZity pfi pfipravé ly-
sinu v meédiich s netradiénimi zdroji uhliku, tj. s etha-
nolem nebo octovou kyselinou. Byla také ovéfovédna
moZnost aplikace hydrolyzati dFeva jako uhlikatych
zdroji. Negativni d¢inky relativng vysokych koncentraci
melasy jako zdroje uhliku na rist a produkci byly mi-
nimalizovany izolaci mutant rezistentnich k antibiotikim
nebo doplnénim produkéniho média cukernou frakci me-
lasy zbavenou toxickych latek. Pfi studiu ndhrady hydro-
lyzédtu arasidové mouky jako komplexniho zdroje dusiku
bylo zjisténo, Ze jej lze nahradit hydrolyzdtem Fepkove-
ho nebo Inéného Srotu.

V souvislosti s riistem svétové populace, ztencujicimi
se zdroji bilkovin a se vzristajici spotfebou aminokyse-
lin pro medicinské Gcely lze i v budoucnu v celosvéto-
vém méfitku pfedpokladat, Ze porostou roéni objemy
aminokyselin, pfipravovangych predeviim fermentaéni
cestou, v mife mensi také enzymovymi metodami. Tyto
vyvojové tendence se projevi i u nds — jiZ dnes dosa-
huje poZadavek na%i krmivové zdkladny na roéni pro-
dukci lysinu 6000 tun. Kromé lysinu jsou poZzadovany
dal3i esenciidlni aminokyseliny — threonin, tryptofan,
vyhledové také isoleucin. Pro potravindfské tcely bylo
by velmi Zadouci zavedeni nového umélého sladidla Usa-
lu, vyrdb&ného z asparagové kyseliny a fenylalaninu
plipravengch fermentatni cestou. Také v medicinskeé ob-
lasti 1ze ofekavat v budoucnu vzrist potfeby €istych ami-
nokyselin pro infazni roztoky. Tyto vzriistajici potfeby
budou uspokojovdny rozvijenim jak vlastnich postupt
(izolace mutant, nahradni suroviny], tak postupi ziska-
nych na zakladé spoluprdce se zem&émi RVHP, pfedeviim
se Sovétskym svazem. Priimyslovd pfiprava aminokyse-
lin, ve sv&té i u nas, pfes viechny problémy a omezeni,
razu predeviim ekonomického, je oblasti stdle perspek-
tivni, kterd se bude dynamicky rozvijet i v budoucnu.
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Clanek pojedndva o historii a dalSich perspektivach
vjzkumu a vyroby aminokyselin v Ceskoslovensku.
V strufnosti je také uveden pfrehled o vyrob& aminoky-
selin ve svété.
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ITocae cxkatofi XapakTepHCTHKH O COCTOSHHM TPOH3BOJI-
CTBA AMHHOKHCIOT B MHPE, CTAThsl 3aHHMACTCS HCTOpHei
M NaJbHEHIIHMH TEPCHEKTHBAMH HCCAeJ0BAHHA M MPOH3-
BOJICTBA aMHHOKHCJIOT B YexocmoBaku.

Plachy, ].: Amino Acids Research and their Production
in Czechoslovakia. Kvas. priim., 30, 1984, No. 9, pp.
205—208.

The article deals with a history and perspectives of
a research and a manufacture of amino acids in Cze-

choslovakia. Concise characteristics of the world amino
acids production is described, too.
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Plachy, ].: Die Erforschung und die Erzeugung von Ami-
nosduren in der Tschechoslowakei. Kvas. prim., 30,
1984, No. 9, S. 205—208.

Der Artikel befaft sich mit der Geschichte und der
Perspektive der Erforschung und der Erzeugung von
Aminosduren in der Tschechoslowakei. Es wird auch
eine kurze Charakteristik der Erzeugung von Amino-
sduren in der Welt erdrtet.



