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Celosvétovy trend, charakterizovany snahou nahrazeni
tradi¢nich, prevdZné zemédélskych surovin sacharidické
povahy netradi¢nimi substraty pro vyuZiti v mikrobio-
logickém primyslu je motivovan predeviim divody eko-
nomické povahy a dostupnosti jednotlivych zdroji. Tato
snaha se projevila jiZ pfed 10 aZ 15 léty pfi hledani
levnych zdrojii uhliku a energie pro kultivace mikro-
organismii s cilem =ziskat mikrobidlni bilkoviny pro
krmnou i huménni potfebu. Dostatetné Siroké spektrum
substratii pro tyto acely poskytla petrochemie a prvni
zkoumanou skupinou byly uhlovodiky (n-alkany, n-alke-
ny, cykloparafiny, arométy, alkylaromaéty, rfizné frak-
ce destilace a zpracovani ropy). Afkoliv vysledky byly
z fermentaéniho hlediska perspektivni, neroziifila se
aplikace téchto substratd, protoZe Fada problémil pova-
hy bioinZen§yrské a hygienické nebyla doposud vyteSe-
na uspokojivé. DalSi skupinou latek z oblasti petroche-
mie jsou niZ&i alifatické alkoholy, metanol a etanol, kte-
ré maji z fyzikdlné chemického hlediska ve srovnani
s uhlovodiky znacné pfednosti. Technologle.kgasnil‘.‘nﬂch
bilkovin na bézi etanolu je prakticky vypracovdna a
v poslednich letech se zajem vyzkumnych pracovniki ve
svété soustfeduje také na metanol. Pfes viechny pfed-
nosti je pouZiti niZ8ich alkoholli doprovazeno té% tadou
problémti, souvisejicich pFedevSsim s jejich toxicitou.
V poslednich letech se rychle zvysil zdjem o pouZiti
petrochemickych surovin také v ostatnich odv&tvich
mikrobiologického primyslu. Jde pfedevdim o fermentad-
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ni v§robu aminokyselin. Z literarnich a patentovych dda-
jii vyplyvé, Ze jiZ byly pouZity substraty wuhlovodikového
typu (fada patentl, nap¥. franc. patenty & 1499336

z roku 1966, 2120633 z r. 1972, 2194776 a 2219225
z r. 1974 atd.), metanol (franc. patent & 2 225514 z roku
1974, NSR patenty & 2417 336 a 2417337 z r. 1974),
etanol (viz tuto préci), kyseliny octovd (viz tato préce),
propionovd (VB patent ¢. 1300654 z r. 1972), benzoovd
(franc. patent ¢. 2137769 z r. 1972) a etylén (japonsky
patent & 60147/68 z r. 1973). Prdce se omezuje pouze
na fermenta&ni vyrobu L-lysinu na bézi etanolu a kyse-
liny octové.

Zékladnimi problémy vyuZivani C, substratli jako zdro-
je uhliku a energie se zabyvali Mor a Fiechter (1968).
PredloZené schéma (obr. 1) vychézi z jejich nélezli a je
platné pro etanol a s nejvét$si pravddpodobnosti i pro
kyselinu octovou jako substraty. Z tdajii Kornberga
(1966) vyplyva, Ze drdha B je kontrolovdna intracelu-
larni koncentraci fosfoenolpyruvétu, kter§ nejen inhibu-
je aktivitu izocitrdtové lyazy (zp&tnovazebny mecha-
nismus), ale je také represorem jeji syntézy. Metabolic-
ké dréhy, znédzorn&né na schématu, jiZ predpokladali
Shiio et al. (1959), kteFi studovali wyuZivdni kyseliny
octové baktériemi. Prokéazali, Ze kyselina octova vstupu-
je do cyklu kyseliny citronové a cyklu kyseliny glyoxa-
lové. Rosenberg (1974) studoval moZnosti ndhrady sa-
charidického zdroje uhliku (glukdza) etanolem s pouZi-
tim kmene Micrococcus glutamicus ATCC 13 287. Za sle-
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Obr. 1. Metabolickd drdha vstupu etanolu a kyseliny
octové do cyklu kyseliny citrénové.

dovanych podminek (davkovédni sacharidu na pocatku
procesu a po poklesu hladiny kontinudlni ddvkovani eta-
nolu) se stoupajicim zastoupenim etanolového uhliku vy-
téZek lysinu klesal. Soufasn& se zvySoval néarist kultu-
ry. Pouze pFi 25% nahradé bylo dosaZeno vytéZku ami-
nokyseliny ekvivalentniho ¢&isté glukdze. Autor usoudil,
Ze z hlediska biosyntézy lysinu neni etanolovy uhlik
rovnocenny uhliku gluk6zovému a diskutoval tyto roz-
dily na drovni katabolické a anabolické &asti metabo-
lismu kultury. Rist i produkce lysinu doprovazi spotie-
ba C,-sloZek (oxalacetat, popf. fumardt) z Krebsova
cyklu, Pro udrZeni této funkce cyklu musi byt zajidtén
prisun jejich prekurzorii. U glukbzy je tohoto efektu do-
saZeno karboxylaci vznikajiciho fosfoenolpyruvétu. PFi
pouZiti etanolu je vznik uvedenych prekurzorl zajiStén
tinnosti dvou enzymi, izocitrdtové lydzy a maldtové
syntetdzy, které umoZiiuji prostifednictvim glyoxaldtoveé-
ho cyklu vstup etanolu do anabolickych reakci (viz dréa-
ha B na schématu). Etanol se v3ak také zG€astni cyklu
kyseliny citrénové k ziskdvani energie (drdaha A). Korn-
bergovym ndlezem vysvétlil Rosenberg nizkou spotiebu
etanolu v pfitomnosti glukézy. Se spotfebou tohoto sa-
charidu klesd i hladina fosfoenolpyruvatu. Také Sruma
(1974) potvrdil, Ze se vzriistajici ndhradou sacharidické-
ho uhliku (sacharé6za) etanolem klesd produkce lysinu
a stoupd mnoZstvi produkované biomasy. PFi Gplné na-
hradé sachardzy byl pozorovdn pouze zna&ny nérist kul-
tury. Ze srovnéavacich experimentii usoudil, Ze podminky
pro fermentaci na tradi¢nich surovindch nejsou vyho-
vujici pro produkci z etanolu. Navrhl stanoveni optimal-
nich podminek fermentace pro jednotlivé stupné néhra-
dy sacharézy etanolem a soufasné studium vlivu aerace
a sloZeni kultivaéni pidy. S pouZitim kmene Brevibacte-
rium flavum ATCC 21 127 studovala Kopeckd (1975) pri-
b&h produkce lysinu na bazi glukézy, sacharozy, kyseli-
ny octové a etanolu. PFi pouZiti octanovych iontd jako
zdroje uhliku byl sledovan vliv moldrniho pomé&ru ky-
seliny octové a octanu amonného [kontinudlni davko-
vani] na biosyntézu lysinu. Nejvy$3f produkce amino-
kyseliny i nejvy3Siho nérdstu kultury bylo dosaZeno pfi
pouZiti poméru 1:0,25. Témito vysledky byly potvrzeny
literarni Gdaje (napi. francouzsky patent & 2033119,
1970 viz dale). Rist kultury za t&chto podminek byl stej-

ny jako pfi pouZiti glukdzy, akumulace lysinu byla vsak
o 1/3 niZ¥i. U etanolu byl zejména sledovdn vliv jeho
koncentrace v médiu na tvorbu lysinu [hladina byla
udrZovdna na konstantni trovni automatickym analyzé-
torem etanolu). Se zvy3ujici se koncentraci alkoholu
(v méfeném rozmezi 0,21—0,77 % hm.) narlist biomasy
klesal a nejvy38i produkce lysinu byla naméfena pri
0,35% hm. etanolu. V zavéru prace byla srovnana pro-
dukce lysinu z jednotlivych substrati. Za pouZitych kul-
tivacnich podminek a po pfepoétu na ekvivalentni mno#-
stvi uhliku (100 g) bylo zisk&no z glukézy 33,8, sacha-
rozy 45,9, kyseliny octové 24,2 a etanolu 27,3 g lysinu.
JelikoZ vyzkum v tomto oboru pfimo sleduje zdjmy vy-
robnich podniki, objevuji se odborné prace v b&Zné li-
te atufe zridka. Vysledky vyzkumnych praci je moZno
nalézt v patentové literatufe. Sv&tovou 3picku v oblasti
fermentacni biosyntézy aminokyselin ptredstavuji japon-
ské firmy Ajinomoto a Kyowa, v men3i mife Kanegafu-
chi a Kabushiki. ]Japonskd patentovd literatura neni
v souCasné dob& dostupna, a proto je moZné studium
pouze na zdkladé patentli, udélenych témto firmam v ji-
nych zemich. Nejstar$im patentovym spisem, chranicim
fermentaéni postup vyroby L-lysinu na bézi etanolu, je
Svycarsky patent €& 492783 (1970, Kyowa). Mikroorga-
nismy, zahrnuté do spisu jsou mutanty Corynebacterium
glutamicum, Brevibacterium ammoniagenes, Bacillus me-
gatherium, Arthrobacter parajfineus a Nocardia. Etanol
je uvaZovdn jako hlavni zdroj uhliku a je pfiddvan na
pocédtku kultivace nebo v jejim priibthu v celkovém
mnoZstvi 10 aZ 200 g/l. Jednotlivé kultury, jejichZ pouZi-
i je doprovazeno specifickym nutriénim poZadavkem,
byly schopné syntézovat 2,3 aZ 5,6 g/l krystalického L-
-lysin-monchydrochloridu (dale Lllysin-HClT Tomuto spi-
su Castetn& odpovida britsky patent & 1200587 (1970,
Kyowa]). V praci se pfedpoklada pouZiti syntetického ne-
bo prirozeného média s pifidavkem esencidlnich ldtek.
Jako hlavni zdroj uhliku je pouZivan etanol, ktery miZe
byt kombinovdn s daldimi zdroji sacharidické povahy,
glycerolem nebo jinymi zdroji [kyseliny octova, mlééna
a pyrohroznova). Tyto zdroje mohou byt pouZity jednot-
livé nebo ve smési dvou i vice komponent. V pFikladech
je uvedena pouze biosyntéza na bazi samotného etanolu,
vedouci k nahromadéni 2,3 aZ 8,4 g/l aminokyseliny.
Francouzsky patent €. 2021688 (1970), britsk§ patent
€. 1241901 (1971) a Svycarsky patent & 544810 (1974)
firmy Kyowa se tykaji izolace a pouZiti nov§ch mutant,
syntézujicich lysin pfi pouZiti uhlovodiki a etanolu jako
zdrojii uhliku. Ozdfenim (UV) v§choziho kmene Nocardia
sp. ATCC 21 430 byly ziskdny nové mutanty Nocardia sp.
ATCC 21337 a 21 338. Etanol, pouZity jako jedin§ zdroj
uhliku je davkovan v koncentraci 5 aZ 10 % hm., pfi¢em2z
je zdiiraznéno jako vyhodné davkovéani po 1% hm. PFe-
krofeni této hranice doprovazely inhibi&ni jevy. Uve-
denym postupem bylo dosaZeno akumulace a%¥ 12,1 g/l,
pfi davkovani smési parafind a etanolu 16,5 g/l amino-
kyseliny. Podle britského patentu jsou jako hlavni zdroj
uhliku uvaZovdny uhlovodiky, které mohou byt nahra-
zeny etanolem maximéln& z 50 %. V roce 1972 patento-
vala v NSR Ziroce specifikovany postup fermenta&ni vy-
roby L-lysinu a L-izoleucinu za pouZiti mutanty Arthro-
bacter alcanicus 109 [ATCC 21657) firma Kanegafuchi
(patent & 2136317). Jako zdroje uhliku jsou uvaZova-
ny alifatické uhlovodiky, mastné kyseliny, kyselina
octovd, jantarovd, fumarovd, citrénova atd., etanol a
n-propanol. Pfidavek kyseliny asparagové mél pozitivni
vliv na vytéZek procesu. Kultivace pouZitého mutantu
v meédiu s etanolem jako zdrojem uhliku, ddvkovanym
po &astech v celkové koncentraci 50 g/l vedla k akumu-
laci 6,0 g/l lysinu a 2,1 g/l izoleucinu. Daldim zdpado-
né&meckym patentem je fermentafni postup vyroby lysi-
nu firmy Ajinomoto z roku 1973 (&. 2 321 461, téZ franc.
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patent & 2182211 z téhoZ roku). Do patentovych spisd
je. zahrnuto celkem 19 kmend Brev. lactofermentum,
Coryn. glutamicum, Coryn. lilium a Coryn. acetoacido-
philum. Jako zdroj uhliku jsou pouZivany sacharidy, Ky-
selina octovd a etanol. Davkovdnim smési glukdzy a eta-
nolu do pocdatku procesu a dal3im piiddvanim samotné-
ho alkoholu v priibghu fermentace bylo dosaZeno po
48 hodindch koncentrace aZ 66 g/l L-lysinu-HCl (odpo-
vida 26 % vgtéZku, vztaZeno na dodany etanol). Této
hodnoty bylo dosaZeno v 300 ml fermentoru.

Daldim perspektivhim substrdtem petrochemické po-
vahy pro vyuZiti k mikrobidlni syntéze L-lysinu je Kky-
selina octova. Také pfi aplikaci tohoto zdroje uhliku po-
kroCily nejdale uvedené japonské firmy. V roce 1970
byl udélen firm& Ajinomoto francouzsky patent
(€. 2033 119) na fermenta¢ni vyrobu lysinu na bazi ky-
seliny octové. Autofi patentu pouZili kultury Brev. fla-
vum a lactofermentum, Coryn. acetoacidophilum a Micro-
coccus glutamicus. Jako hlavni zdroj uhliku jsou uvede-
ny octanové ijonty (kyselina octovd nebo smés kyseliny
octové a octanu amonného). ReZim pfidavku octanovych
ionti byl upraven tak, aby koncentrace substrdtu ne-
pfekrodila hladinu 1,5 % hm. K dosaZeni dobrého vytéz-
ku lysinu byly béhem procesu pfiddavdany vhodné sacha-
ridy glukéza, melasa, hydrolyzdt Skrobu. Za téchto pod-
minek bylo dosaZeno 25 aZ 33 % konverze na produkt.
Prvnim britskfm patentem (&. 1257 156, 1971) je postup
podle firmy Kyowa, zabyvaji se vice fermenta¢nimi pod-
minkami (sterilita) neZ vlastni produkci lysinu. Vybe-
rem ze smési mutantd ziskanych indukovanou mutaci du-
sitanu sodného a N-metyl-N’-nitro-N-nitr6zoguanidinu
UV svétlem, ziskali autofi 4 mutanty Coryn. glutamicum
a 2 mutanty Brev., jlavum, rezistentni k antibiotikiim.
Mezi hlavnimi zdroji uhliku je uvedena také kyselina
octovd. Ve stejném roce patentovala ve Velké Britanii
postup fermentacni vyroby lysinu také firma Ajinomoto
(€. 1258 380). PouZité produk&éni kmeny byly schopny
pfi pouZiti kyseliny octové akumulovat aZz 3,77 g/1 L-ly-
sinu-HCl. Z roku 1972 pochézi patent VB & 1300654
firmy Kabushiki. Autofi patentu zjistili, e auxotrofni
mutant Coryn. acetophilum hom-73 je schopen na béazi
kyseliny octové a dalSich slouCenin akumulovat lysin.
Podobné jako v&tSina ostatnich auxotrofnich mutanti vy-
#aduje kmen k rastu homoserin nebo smés aminokyse-
lin, které jej nahradi (napf. threonin + methionin). Pro
produkci lysinu je také nutnd pfitomnost biotinu. Podle
autort miZe vSechny tyto poZadavky splnit piidavek
kvasni¢ného extraktu. Kultura byla schopna v kultivaé-
nich bafikdch riahromadit aZ 26 g/l L-lysinu-HCl s 24 %
vytéZkem. Zdpadonémeck¢ patent ¢. 2100159 (1972) byl
udélen firm& Ajinomoto a tfkd se vyuZivdni kyseliny
octové a octanli k produkci lysinu pouZitim nov§ch mu-
tantQ Brev. flavum a lactofermentum. Coryn. acetoacido-
philum a Micrococcus glutamicus. PFi jednordzovém déav-
kovani substrdtu na po&dtku fermentace byle moZno do-
sahnout akumulace lysinu pouze na hodnoty 4 aZ 9 g/l
(25 .aZ 40 % wvyuZiti kyseliny octové). Znaéné vy3Sich
koncentraci produktu bylo dosaZeno kontinudlnim nebo
semikontinudlnim dévkovdnim smési kyseliny octové a
zdroje dusiku, zvli$té smeési kyseliny octové a octanu
amonného béhem procesu tak, aby koncentrace octano-
vich Jjontfi nepfestoupila.hranici 1,5 % hm. .a pH bylo
udrfovéno mezi. hodnotami 7,0 % 85. Tento zpisob. dév-
kovani Substrdtl.m4 znaZné vyhody pro primyslové vy-
uZiti, protoZe mnoZstvi vedlej$ich produktf (jiné amino-
kyseliny) je nepatrné a syntéza L-lysinu timto postu-
pem s kyselinou octovou jako hlavnim vychozim mate-
ridlem je jednoduchd. DhleZity je moldrni pomér Kyse-
liny octové a octanu amonného. PouZitim optimélni smé-
si (1:0,25) bylo dosaZeno akumulace lysinu -aZ-na hod-
noty 82 ‘g/l s 30% konverzi substrdtu (300 ml sklengény

fermentor). Ddle bylo zjisténo, Ze ke zvy3eni vytdZkl
lysinu je dileZité soutasné davkovani sachariddi [gluko-
za, melasa, hydrolyzat Skrobu). Jejich celkové mnoZstvi
nemd prestoupit 20 % (optimum je 5 aZ 15'%) vzhledem
k celkovému mnoZstvi octanovych iontd. Timto zpilso-
bem byla zvySena akumulace lysinu v pidé aZ na 925
g/1 pii 33,8 % vytéZku z dodaného substrdtu (kyselina
octovd a glukéza). Této praci je podobny sovétsky pa-
tent stejné firmy z roku 1974 (&. 448 848). T¥kd se pouze
jedné z uvedenych mutanti (Brev. flavum ATCC 21 129).
Jako optimum molarni smeési kyseliny octové a octanu
amonného je uveden pomér 1:0,1—05. Pfi vy38§im obsa-
hu octanu stoupa koncentrace zbytkové kyseliny a pro-
dukce lysinu klesd a v opa&ném piipadé je pomér
uhlik : dusik nevyhodny pro produkci aminokyseliny.
Dal3i némecky patent firmy Ajinomoto pochézi z roku
1973 (€. 2321461) a tyka se fermentatni vyroby lysinu
ze sacharidd, etanolu a kyseliny octové za pouZiti 19
bakteridlnich mutantli jiZ uvedengch v &dsti o etanolu.
Za podobnych kultivacnich podminek jako v pPede$lém
piipadé s ddavkovanim glukdzy pouze na pocéatku proce-
su bylo dosaZeno akumulace aZ 71 g/l L-lysinu-HCI.

Podstatou ceskoslovenského patentu, udé&leného so-
vétskym pracovnikim (Viesture et al. PV 125—74) v roce
1976 je regulace riistu a biosyntézy lysinu u produkéni-
ho kmene (Brev. sp. 22 a 22L) na sacharidickém zdroji
uhliku a kyseliné octové v periodické i kontinudlni kul-
tivaci. Autofi vychdazeli ze skute€nosti, Ze pfi dosavad-
nfm pouZivaném zplsobu biosyntézy lysinu se b&hem
procesu vyuZivanim sloZek Zivné pldy ochuzuje prostie-
di o dileZité latky, jako jsou aminokyseliny, potfebné
pro rist kultury a stimuldtory biosyntézy lysinu. Toto
ochuzovédni zplsobuje starnuti kultury, nastava autolyza,
sniZuje se pocet Zivych bunék a klesd aktivita enzymf.
V souvislosti s tim klesaji i vytéZky lysinu. Pfidavek po-
tfebnych aminokyselin do Zivné pidy ve zvy$eném mnoZ-
stvi od poc¢atku kultivace vyvoldvd inhibi¢éni jevy, které
pierusi biosyntézu lysinu. Cilem prédce je odstranit tyto
nedostatky regulaci probihajicich procesi tak, aby kul-
tura produkéniho kmene byla béhem celé kultivace
udrZena v aktivnim stavu a vytéZky lysinu se zvySily.
Podle vynalezu se po dosaZeni koncentrace bunék, kte-
ra je optimalni pro vytéZek produktu, pfiddvaji ke kul-
tivaéni kapaling periodicky nebo kontinudlné aminoky-
seliny potiebné pro rist kultury (threonin a methionin)

.a stimuldtory biosyntézy lysinu (thiamin a biotin] nebo

zdroje téchto latek v takovém mnoZstvi, aby koncentra-
ce bunék v médiu zlstala na této Grovni. Tato Gprava ma
zvysit vytdZek lysinu o 20 %. Jako zdroji popsanych 14-
tek je moZno dfelng pouZit kukufiény extrakt, melasu,
hydrolyzat z kvasnic nebo araSidové mouky. Ke zvy§3e-
ni koncentrace lysinu se po dosaZeni optimédlni koncen-
trace buné&k priddvaji periodicky nebo kontinualn& plné
asimilovatelné zdroje uhliku (sacharidy nebo kyselina
octovd) v takovém mnoZstvi, aby hladina produktu v mé-
diu dosdhla hodnoty 17—40 g/1 (L-lysin-HCl). Timto zpii-
sobem bylo v jednordzové kultivaci (fermentor o obsa-
hu 101) ziskdno- 23,4 g/l aminokyseliny (glukéza do po-
¢atku, v prib&hu procesu pfidavky kyseliny octové).
V tfistupiiové kontinudlni kultivaci (fermentory o pra-
covnim objemu po 30m3) s pouZitim melasy a kyseliny
octové bylo namé&feno na vistupu ze systému 33,2 g/l
produktu. Podrobn¥ ‘rozbor zmin&né vicestupfiové konti-
_n';ual,m’ kultivace je uveden v préci Pildtd (1977).

Z- -predloZenych tudaji je ziejmé, Ze .pouZiti novych
substrdatli, etanolu a kyseliny octové, zvlast& potom
v kombinaci s klasickymi surovinami je zna®n& per-
spektivni a také v CSSR je tomuto problému vénovéna
zna¢na pozornost. VyuZivani uvedenych zdroji bude viak
vazano jejich dostupnosti a soufasnou cenou. Efektivni
zvlddouti-celého provesy.biosyntézy lysinuje nejen dtiz-
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kou nalezeni optimélniho technologického reZimu, ale
predev3im ziskdni vhodného produkéniho mikroorga-
nismu. .
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Similarly as in the case of the production of micro-
bial proteins (SCP), the efforts to employ the petro-
chemical raw materials penetrate even to fermentation
production of amino acids. The synthetic ethanol and
the acetic acid, belong besides hydrocarbons, to the
most promising substrates. The results comparable to
sacharidic sources have been reached already as for
the L-Lysine biosynthesis by means of new production
microorganisms and technological processes.
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Ahnlich als im Fall der Produktion des mikrobiellen
Proteins dringen die Bestrebungen um die Ausnutzung
der petrochemischen Rohrstoffe in die fermentative
Erzeugung der Aminosduren durch. Zu den perspektiven
Substraten gehdren aufler Kohlenwasserstoffen synthe-
tischer Ethanol und synthetische Essigsdure. Mittels
neuer Produktionsstimme und technologischen Ver
fahren wurden wéhrend der L-Lysinbiosynthese die
Ergebnisse erreicht, die mit dem Gebrauch der sachari-
dischen Quellen vergleichbar sind.




