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Ornithin a citrulin — intermediaty v biosyntéze argi-
ninu — jsou aminokyseliny vyuZivané spolu s argininem
k terapeutickym ucelim (lécba jaternich onemocnéni).
Obé aminokyseliny lze pripravit fermentatné& s pouZitim
auxotrofnich mutant hromadicich v zavislosti na poloze
genetického bloku v biosyntetické drédze ornithin [mutan-
ty dependentni na arginin nebo citrulin]) nebo citrulin
(mutanty vyZadujici k ristu arginin). Biosyntéza téchto
aminokyselin (obr. 1) vychazi z glutamové kyseliny,
ktera je rFadou acetylovanych intermediatii pfemeénovana
na N-acetylornithin, ktery bud miZe byt hydrolyticky
rozstépen v pritomnosti acetylornithasy (Enterobacteria-
ceae, Bacillus) nebo transacetylasa prenese acetyl z N-
-acetylornithinu na glutamovou kyselinu za vzniku or-
nithinu (koryneformni baktérie produkujici glutamovou
kyselinu, Pseudomonas, Streptomyces, kvasinky). Hlav-
nimi producenty ornithinu a citrulinu jsou arginin vyZa-
dujici mutanty druhQt Corynebacterium glutamicum
(Kinoshita et al., 1957; Nakayama a Hagino, 1966) a Bre-

vibacterium lactofermentum (Okumura et al., 1968).
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Obr. 1. Biosyntéza ornithinu, citrulinu a argininu u kory-
neformnich baktérii

Kromé fermentaéni metody byla pro citrulin vypracova-
na také enzymova pfiprava z argininu s pouZitim argi-
nindeiminasy z bunék Pseudomonas putida (Kakimoto
et al., 1971), jejichZ vazbou v polyakrylamidovém gelu
byl cely postup kontinualizovan (Yamamoto et al., 1974).
S cilem vypracovat postup fermenta¢ni pfipravy ornithi-
nu a citrulinu bylo zjistovdno optimélni sloZeni médii
a optimalni podminky pro kultivaci mutant rodu Coryne-
bacterium vyZadujicich arginin.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Corynebacterium sp. 9366-NY/10 de-
pendentni na arginin a citrulin a hromadici v médiu
ornithin a Corynebacterium sp. 9366-EMS/309 dependent-
ni na arginin a hromadici v médiu citrulin.

Média: SloZeni média S, pouZivaného pfi produk&nim
hodnoceni mutant, bylo (%): sacharosa — 10, NH;Cl —
% KzHPO4 = 0,05, KH2P04 P 0,05, MgSO;.ﬂ‘le B 0,01,
FeSO;.7H,0 — 0,002, CaCO; — 1 (uhli¢itan sterilovan
odd&lené); L-arginin — 100 ug.1-!, biotin — 10 ug.1-%
Inokulaéni média SP a C-BG, vybrana jako opti-

579 663
malni pro pripravu vegetatnich inokul producen-
th ornithinu a citrulinu, meéla nasledujici sloZe-
ni (%): médium SP: sacharosa — 2, pepton [Bacto

Tryptone Difco) — 1, NaCl — 0,25; médium C-BG: bujon
s 20 glukosy. Jako produkéni média pifi fermentaci
ornithinu a citrulinu byla vybrdna ze souboru testovanych
médii média M a C tohoto sloZeni (%): médium M: me-
lasa — 20, NH,;C1 — 2, K,HPO; — 0,2, kysely hydrolyzat
arasidové mouky — 0,6, CaCO; — 2; médium C: glukosa
— 1, hydrolyzat kaseinu (Casitone Difco) — 0,1, NH4Cl
— 0,1, kukuFi&ny vyluh (65 % susiny) — 0,05, mo¢ovina
— 0,03, K;HPO; — 0,01, MgS0, . 7H,0 — 0,0025. pH vSech
médii bylo 7,0. Viechna média byla sterilovdana pfi 120 °C
30 min.

Kultivace: 750 ml Erlenmeyerovy baiky se 60 ml média
S byly ockovany testovanymi mutantami vyrostlymi na
masopeptonovych Sikmych agarech a zaofkované baiiky
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Obr. 2. Priibéh jermentace ornithinu

kiivka 1 — ornithin (g.1-1), kfivka 2 — suSina
(g.1-1), kiivka 3 — sacharosa (g.1-'), kfivka
4 — pH
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byly inkubovdny na reciproké tiepatce pii 28°C (frek-
vence 1,52 Hz, délka kmitu 90 mm). 500 ml varné bafiky
se 60ml média M nebo C byly otkovdany 10% (obj.)
24hodinovych inokul kmeni Corynebacterium sp. 9366-
NY/10 a Corynebacterium sp. 9366-EMS/309, vyrostlymi
v médiu SP nebo C-BG. Zaockované baiiky byly inkubo-
vany na rota&ni tfepalce (frekvence otatek — 3,7 Hz,
vystfednik — 25mm) pii 28°C 4 dny; pH bylo b&hem
fermentace upravovdno amoniakem na hodnotu 7,0. Kul-
tivace v 201 a 2001 fermentacnich tancich: tanky byly
plnény 10 a 1001 média, michany frekvenci 5,0 Hz, vzdus-
nény 5 a 501 vzduchu za minutu (0,5 objemu vzduchu/
/min/objem média).

Analytické metody: Rist byl sledovdn vaZkovym sta-
novenim suSiny. Pfitomnost ornithinu a citrulinu v kul-
tivacni tekutiné a jejich koncentrace byla zjiSfovdna
semikvantitativhi metodou papirové chromatografie, do-
plnénou denzitometrickym vyhodnocenim na Vitatronu
TLD-100. Spotieba sacharidi byla sledovdna stanovenim
redukujicich sacharidit (Jjani¢ek a Hrdliéka, 1954). pH
bylo méFeno na pH-metru [Laboratorni pristroje, Praha].

VYSLEDKY

Auxotrofni mutanty kmene Corynebacterium sp. 9366,
indukované dusikatym yperitem a ethylmethansulfona-
tem, dependentni na arginin, byly produkéng hodnoceny
v médiu S s cilem zjistit, které aminokyseliny testované
mutanty hromadi v médiu. O vysledcich hodnoceni in-
formuje tab. 1.

K dalsi praci byla vybrdana jako producent ornithinu
mutanta Corynebacterium sp. 9366-NY/10 a jako produ-
cent citrulinu mutanta Corynebacterium sp. 9366-EMS/
/309.

Inokulem produké&énich mutant, vyrostlfym v inokulag-
nim médiu SP (otkovanym kmenem Corynebacterium sp.
9366-NY/10) a v médiu C-BG (otkovanym kmenem Cory-
nebacterium ‘sp. 9366-EMS/309), byly ockovany baiiky

Tab. 1. Produkce aminokyselin mutantami Corynebacte-
rium sp. 9366 dependentnimi na arginin

pProdukce
Produkovana el o

Oznateni mutanty aminokyselina wléneiliu‘)s
9366-NY/7 Ornithin?) I 11,5
9366-NY/8 Ornithin?) 10,0
9366-NY/10 OrnithinT) 12,0
9368-EMS/253 Citrulin 0,5
9366-EMS/309 Citrulin?) 2,2
9366-EMS/313 Citrulin?) | 19

1) Kromé ornithinu byl v malych mnoZstvich hromadén také valin.
2] Kromé& citrulinu byly hromadény v malych mnoZstvich také
valin a alanin.

Tab. 2. SloZeni produkénich médii
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viechna média obsahovala jako indikdtor pH fenolovou Cerveil.
1) Obsah suliny = 65 %.

Tab. 3. Produkce ornithinu a citrulinu dosahované mu-
tantami Corynebacterium sp. 9366-NY/10 a Co-
rynebacterium sp. 9366-EMS/309 v rizngch pro-
duké&nich médiich

P
- 5 ] Produkce (g.1-1)
oznateni média R‘[’:: _;lu_',';a .
g \ Dm"hmi citrulin
|
0') | 5,1 2,0
0—H | 4.6 10,0 -
0—M 49 15,0 —
c—11) 45 — 2,5
c—3 5.3 —_ 4,5
c—4 5.0 desy 3,5
1) Kontrolni média

Tab.4. Vlip upravy pH na v§si produkce ornithinu
a citrulinu kmeny Corynebacterium sp. 9366-NY/
/10 a Corynebacterium sp. 9366-EM S/309

Produkce (g.1-1)
Uprava pH
Ornithin Citrulin
- L =
1X za 24h 25,1 5,0
Ve 4hodinovych intervalech 30,4 10,5

Inokulaéni média: SP, C—BG.
Produkéni média: 0—M—1, C—3.

s produkénimi médii (sloZeni — viz fab. 2), vybranymi
v orienta¢nich pokusech a po 4denni Kkultivaci byla zjis-
tovdna vySe produkce ornithinu a citrulinu (tab. 3).

Média O-M a C-3, na nichZ se dosdhlo maximélnich
produkei ornithinu (15 g.1-1) a citrulinu (45 g.1-1),
byla pouZita v dalSi praci. Vysledkem kvalitativniho
a kvantitativnfho obméfiovani média O-M bylo médium
0-M-1, na némZ se dosdhlo produkci aZ 30g.1-L

Po zjisténi optimédlniho sloZeni produk&nfhe média
byly z kultivacnich podminek ovliviiujicich v§3i produkce
sledovdny podminky vzdu3néni a pH. 500 ml varné banky
byly plnény riznymi objemy média (50, 60, 80 a 100 ml)
a pH bylo upravovano amoniakem na hodnotu 7,0 bud
1X za 24h nebo ve 4hodinovych intervalech po celou
dobu fermentace. Zatimco nebyl zaznamenén vyraznéjsi
vliv riznych objemid produkéniho média na vysi pro-
dukce — zvolené podminky vzduSnéni, tj. plnéni banék
60 ml média (= kontrola), byly optimdalni, zajistujici
celkem dostate¢ny prenos kysliku do kultivacni tekuti-
ny, projevil se vyrazny vzestup produkci ornithinu a cit-
rulinu vhodnou tpravou pH, tj. ve 4hodinovych interva-
lech béhem celé fermentace (tab. 4). Zvlasté u citrulinu
bylo zvySeni produkce vyrazné (vice neZ dvojnasobné).

Produkce ornithinu zaznamenané v baiikdch byly jiZ
dostatec¢né k tomu, aby dosaZené vysledky byly verifiko-
vany ve veétSim meéfitku a aby byla s kmenem Coryne-
bacterium sp. 9366-NY/10 ovérena moZnost fermentaéni
piipravy ornithinu. Byly provadény pokusy v 201 tancich
a v poloprovoznich tancich o objemu 2001. V 201 tancich
se dosdhlo maxima produkce (20—25g.1-!) v rozmezi
50.—70. h fermentace, v 2001 tancich byly maximalni
produkce (30g.1-1) zaznamenany v 60.h Kkultivace. Ca-
sovy prib&h fermentace ornithinu v 2001 tanku, plné-
ném 1001 média O-M-1 a zaofkovaném 10 % (obj.)
inokula kmene Corynebacterium sp. 9366-NY/10, je zna-
zornén na obr. 1.

Po dosaZeni maxima ndérlistu ve 48. hoding se dosdhlo
maxima produkce (30g.1-!) v 72. hodiné. Spotfeba sa-
charosy byla amérnd délce procesu a na konci fermen-
tace neobsahovalo médium jiZz Zadn¢ cukr. Hodnoty pH
se b&hem fermentace pohybovaly v rozmezi 7,0—75.

Ornithin z kultiva&ni tekutiny byl izolovdn s pouZitim
sulfonovaného katexu S. Ornithin adsorbovany na katex
byl eluovan vodnym roztokem amoniaku a eluat po od-
barveni aktivnim uhlim byl zahuStén. Z koncentratu byl
ziskan pFi Géinnosti izolace 60 % (pocitdno na vychozi
fermentadni pidu) krystalicky ornithin hydrochlorid
100% C¢istoty.
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DISKUSE

Relativné vysokych produkei ornithinu se dohéaslo kul-
tivaci mutanty rodu Corynebacterium dependentni na
citrulin nebo arginin. DosaZené vysledky (produkce
30g.1-! v 60. hodingé kultivace) jsou srovnatelné s vy-
sledky, které uvadéji Kinoshita et al. (1957) s mutantou
Corynebacterium glutamicum vyZadujici k riistu citru-
lin. Dependence na citrulin nebo arginin svéd¢i o lokali-
zaci genetického bloku v biosyntetické drdaze mezi or-
nithinem a citrulinem. Také hromadéni citrulinu mutan-
tou téhoZz vychoziho organismu, vyZadujici arginin, tj.
kmene rodu Corynebacterium, 1ze srovnat s produkci mu-
tanty Corynebacterium glutamicum dependentni na argi-
nin (Nakayama a Hagino, 1966), ktera v médiu s 10 %
glukosy hromadila po 4denni kultivaci 10,7 g.1-! citru-
linu.
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Plachy, ].: Fermenta&ni priprava ornithinu a citrulinu.
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S mutantami kmene Corynebacterium sp. 9366 depen-
dentnimi na arginin bylo dosaZeno v laboratornim mé-
Fitku v bafikdach po 4denni kultivaci produkci 10g.1-1!

citrulinu a 30g.1-1 ornithinu. Byl vypracovdn postup
fermentac¢ni pfipravy ornithinu, umoZiujici dosahnout
pii aplikaci média s melasou a hydrolyzatem araSidove
mouky produkce 30 g.1-! ornithinu po 60 hodinach kul-
tivace. ' -

NMaaxu, H.: Tpurorosienne OPHHTHHA W LHTPYJJAHHA (ep-
menTaTHBHBIM nyTem. Ksac, npym. 33, 1987, Ne 3, ¢. 73—75.

C myrantamu Corynebacterium sp. 9366 Hy#XIalOUHMH-
csi B apruiiHe ObJIO JOCTHTHYTO B J1aGopaTopHOM Mmacuitabe
B Koabax mnpoaykumii 10 r.a-1 purpyaansa u 30 ra-l
OopHHTHHA B TeueHnu 4 cyTok. Bwi1 paspaGoran mpouecc
NPHTOTOBJEHHA OPHHTHHA (DepMEHTATHBHLIM TYTeM, NpPH NO-
MOULH KOTOPOro GblJI0 BO3MOAKHO AOCTHIHYTh B Cpeje ¢ Me-
AaccoH M TrHADPOJH3ATOM apPAXHCOBOH MYKH TPOJYKILHH
30 r.a-1 opuutHHa B tevennn 60 YAacOB KyJALTHBAILHH.

Plachy, ].: Ornithine and Citrulline Production by Fer-
mentation. Kvas. prim. 33, 1987, No. 3, pp. 73—75.

Productions of 10 g.1-! citrulline and 30 g.1-! orni-
thine were achieved during 96 hours submerged cultiva-
tion of auxotrophic mutants of Corynebacterium sp. 9366
which were dependent to arginine. The ornithine prepa-
ration process by a fermentation has been developed.
The production of 30 g.1-! ornithine was achieved after
60 hours of the cultivation. The production medium con-
tained molasses and hydrolyzate of peanut meal.

Plachy, ].: Fermentative Produktion der Aminosduren
Ornithin und Citrullin. Kvas. priim. 33, 1987, Nr. 3, S.
73—75.

Die Produktion der Aminosduren Ornithin und
Citrullin wurde durch Einsatz Arginin-bediirftiger
Mutanten erzielt. Die Produktionsparameter waren bei
Citrulin 10g.1-! und bei Ornithin 30g.1-! nach 96
Stunden Kultivation. Es wurde ein Verfahren der
Ornithinherstellung ausgearbeitet. In einem 200-L-Fer-
mentor hat die Mutante nach 60 Stunden Kultivations-
dauer 30g.1-! Ornithin akkumuliert. Das Ndhrmedium
fiir die Ornithin-Produktion enthélt als Kohlenstoffquelle
Melasse und als Stickstoffquelle ErdnuBmehl.



