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Studium fermentaéni pripravy L-lysinu se v soufasné
dobé zaméFfuje na moZnost vyuZiti netradinich uhlika-
tych surovin jako jsou hydrolyzaty pfirozenych mate-
ridlii obsahujicich celulosu. Hydrolyzédty dieva pfedsta-
ji specificky soubor monosacharidid glukosy, manosy, ga-
laktosy a rhamnosy; z pentos jsou zastoupeny hlavng
xylosa a arabinosa. Je 2zndma priunyslovda pfiprava
»5ingl cell protein“ a ethanolu na bézi hydrolyzatu ce-
lulosov§ch odpadi [1]. Také piiprava krmného droZdi
byla realizovdna na hydrolyzédtech celulosovych odpadi
[3]. Jak uvddé&ji n8ktefi autofi, mohou byt pro biosynté-
zu L-lysinu kromé& hydrolyzati dieva pouZity i hydroly-
zdty raSeliny v kombinaci s melasou [2].

Prdce je zaméfena na studium utilizace hexoso-pento-
sového komplexu sacharidi obsaZenych v hydrolyzdtech
dfeva pfi fermentaéni biosyntéze L-lysinu kmeny Coryne-
bacterium glutamicum. Tim je soufasné sledovédna moZ-
nost ndhrady dosud pouZivanych klasickych zdroji uhli-
ku novymi typy surovin [hydrolyzdt dfeva v kombinaci
s kyselinou octovou].

MATERIAL A METODY

Mikroorganismy: V pokusech byly pouZivany produkéni
kmeny ze sbirky VUAB, a to Corynebacterium glutami-
cum, vyZadujici homoserin a resistentni na ucinek S-
-aminoethylcysteinu [AEC); kmen Corynebacterium glu-
tamicum, vyZadujici homoserin, leucin a souasné AEC a
kmen Corynebacterium glutamicum, vyZadujici ob& ami-
nokyseliny a resistentni vii¢i aminothioméselné kyselin&
[AMTB]; uvedené kmeny budou nadale oznafovény ja-
ko kmeny I, II a I1II. Kmeny byly udrZovany na Sikmych
masopeptonovych agarech pasdZovdnim. Preotkovani
kmenového materidlu se uskutetnilo vZdy po 21 dnech.
Kultivace probihala na rota&ni tfepadce (240 ot/min,
exc. = 25mm]) pFi 29°C po dobu 72 h. Kmeny byly ucho-

vaci smeési, koncentrovany hydrolyzdat dfeva, byl ziskén
takto: piivodni hydrolyzat dfeva s obsahem 2,1 % hm,
redukujicich latek byl po tpravé pH na hodnotu 5,7 va-
kuové zahuStén na odparce, aby obsah redukujicich 1&-
tek stoupl asi na 10 % hm. (fab. 1].

Analytické metody: IL-lysin byl stanoven spektrofoto-
metricky [4] mebo oscilopolarograficky [5, 6]. Celkové
mnoZstvi redukujicich latek bylo zjisténo metodou podle
Janiéka [7], stanoveni amoniakalniho dusiku titraci 0,1 N
HC1 [8].

POSTUPY

1. Fermentatni pfiprava L-lysinu na bazi hydrolyzato
dieva a kyseliny octové n kmenii Corynebacterium
glutamicum

Produkénimi kmeny byly zaofkovany 500ml wvarné
bafiky s 50 ml inokula¢niho média o sloZeni: octan sod-
ny 5g, sacharosa 2g, kukufigny vyluh (65 % hm. susi-
ny) 3 g, doplnéno na 100 ml; pH po sterilaci 7,0—7,2.

Baiiky byly kultivovdAny na rotaéni trepadce (240 ot/
/min, exc. = 25mm) po dobu 24 h pfi teploté 29 °C. Vy-
rostlou kulturou, v mnoZstvi 10 % obj., byly zaotkovany
500 ml varné baiiky s 20 ml fermentaéniho média o slo-
Zeni: hydrolyzat dieva (2,1% hm. red. latek] 85ml,
hydrolyzat araSidové mouky 15ml, kukufiény vyluh
(65 % hm. v suZiné) 1g, octan sodny 2 g, siran amonny
1g, hydrogenfosforefnan draselny 0,1g, siran hofeéna-
ty kryst. 0,01 g, uhli¢itan védpenaty 3 g; pH po sterilaci
7,0—7,2. Fermenta€ni baliky byly kultivovdny pfi 29 °C
po dobu 72 h.

Tab. 2. Produkce L-lysinu u kmenii Corynebacterium glu-
tamicum ve fermentadnim médiu s hydrolyzdtem
dreva a kyselinou octovou

vany pii 4°C.

Corynabacte- Produkee L-lysinu (g/1 media)

Tab. 1. Obsah jednotlivjch sachgridii v koncenirovaném rium glatani-
hydrolyzdtu dreva (% hm.] e R 24 h 48h 72h

|

glukosa 6,2 galaktosa 0.4 I. 10,8 17.8 [ 21,5
manosa 2.1 rhamosa 0.3 II. 8,5 21,3 21,6
xylosa 3,2 II. 10,1 20,5 | 246

Uhlikgté zdroje: technicka sacharosa, kyselina octova
p-a. (999% hm.], octan sodny krystalick§, hydrolyzat
dieva (2,1 % hm. redukujicich latek). SloZeni diFevného
hydrolyzatu a obsah jednotlivfch monosacharidd byl
uveden v pfedchozi publikaci [12]. Hlavni sloZka davko-

Od 6h fermentace, kdy pH kultury stouplo na 7,8 aZ
8,0, byla do fermentatniho média davkovana smés A
o sloZeni: konc. hydrolyzdt dfeva 85 ml, koncentrovana
kyselina octovd 15ml, octan amonny 1,8g, sacharosa
6 g. Pridavkem této smési do baiiky bylo soutasn& upra-
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Tab. 3. Celkové mnozstvi ddvkovgngch monosacharidd
hydrolyzdtu dreva a jejich utilizace do 72h fer-
mentace u kmeni 1. a II.

Tab. 5. Pribeh biosyniézy L-lysinu na bdzi hydrolyzdiu
dreva v méfitku 21 fermentatnich tanki u Cory-
nebacterium glutamicum, kmen 1.

Monosacharid i
. obsaZené v hyﬂ- Mnn_osacha.nc%y
|Corynebacterium p Z po 72 h kulti- :
o 5 rolyzdtu dfeva L-lysin
glutamicum vace (g/1) 1
e (g/M - (gM
GLU MA XY |[GLU MA XY
I 24,8 54 10L.1 | 0 1 4 22,2
IT. 21.8 5,0 9.0 0 1 4 22,0
Poznamka: GLU = glukosa, MA = manosa, XY = xylosa

Tab. 4. Celkové mnoistvi uhlikatijch zdroji pro biosynté-
zu L-lysinu u Corynebacterium glutamicum

i i g/l
Zdroj uhliku T
Monosacharidy
hydrolyzitu dfeva v médiu 25
Monosacharidy
| hydrolyzitu dfeva ddvkované ve smési 40
Octany v médiu 12
Octany davkované ve smési 33
Sacharosa divkovana ve smési 10
Celkem zdroja uhlikn i 120 g/1

veno pH na hodnotu 6,9—7,2. Priib&h biosyntézy L-lysinu
je uveden v tabulce 2.

Hodnoty zbytkové koncentrace jednotlivich monosa-
charidii ve fermenta&nim médiu po 72 h kultivace uka-
zuji na tplnou utilizaci glukosy a 80% spotfebu mano-
sy. Xylosa je uZivdna ze 60 % u obou produkénich kme-
nd (fab. 3). Vzhledem k nizkym vychozim koncentracim
galaktosy a rhamosy v hydrolyziatu dfeva nebyla jejich
utilizace sledovdna. MnoZstvi sacharosy, které bylo obsa-
Zeno ve smési, pfedstavuje zhruba 10 % veskerych zdro-
jii uhliku. MnoZstvi uhlikatych latek pro biosyntézu
L-lysinu je uvedeno v tabulce 4.

2. Ovéieni fermenta&niho postupu biosyniézy L-lysinun
v méFitku 21 laboratornich fermenta&nich tanki

Vysledky ziskané v baiikovych pokusech byly ov&feny
v méfftku 21 laboratornich fermentacnich tancich. Jako
produkéni mikroorganismus byl vybrdan kmen I. SloZeni
inokulaéni a produk&ni pidy bylo stejné jako u baiiko-
vych pokusi.

Podminky fermentace: objem média 600 ml, michéni
800 ot/min, vzdudn&ni 0,5—0,8 obj./min, teplota 29°C, od-
pénovéani s6jovym olejem.

Po 18 h kultivace, kdy pH kultury vzrostlo na hodnotu
7,6—8,0, zatalo byt v tfihodinovych intervalech davko-
vdno do fermentoru 10 ml smési A. Touto smési se sou-
tasné reguluje pH média na hodnotu 7,0—7,2. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 5.

VYSLEDKY A DISKUSE

im
Vysledky produkce L-lysinu ukazuji na prakticky stej-
nou schopnost utilizace sacharidii pfitomnych v hydro-
lyzdtu dFfeva a kyseliny octové u riiznd geneticky de-
terminovanych produkénich mikroorganismi.
Dosahovand produkce L-lysinu [kolem 22 g/l média)
u kmene I pFedstavuje 20% konversi aplikovan§ch uhli-

Neutilizované
Kultivace redukujici Amoniakal- | Produkce
(h) litky ni dusik (g/1)| L-lysinu (g/1)
e | |
| |
2. - | 3,8 | 52 5.4
43 4.5 | 4.1 16.4
72 4.0 | 3.1 20.1
|

katych zdrojt, tj. monosacharidii hydrolyzdtu dfeva a
kyselinu octovou. K produkei stejného mnoZstvi L-lysinu
by klasicky postup vyZadoval 10 % hm. sacharosy v mé-
diu. Fermentaéni postup na netradiénich zdrojich uhli-
ku umoZiiuje az 90% nahradu dosud pouZivanych su-
rovin,

Vysledky pokusti v méFitku laboratornich fermentaé-
nich tankidi ukazuji redlnou moZnost pfevodu fermen-
tatniho postupu biosyntézy L-lysinu do méfitka polo-
provozniho. VytéZnost L-lysinu je pfimo z&visla na kva-
lité hydrolyzdtu dfeva, obsahu a zastoupeni hexos a
pentos a soucasné koncentraci vedlejSich produktd
hydrolyzy, které pasobi toxicky na mikroorganismy (fur-
fural a jeho derivaty].

Soufasny intenzivni vyzkum a dosazené vysledky
v oblasti chemické hydrolyzy dieva v Sovétském svazu
a BLR déavaji redlné pfedpoklady pro priimyslovou apli-
kaci hydrolyzatd pfi fermenta&ni pfipravé excesivnich
metabolitd u mikroorganismi.

»
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Smeékal F., Pelechovad J., Kindlova E, Krumphanzl V1.
Biosyntéza L-lysinu na bazi hydrolyziatn dieva a kyseli-
ny octové u kmenii Corynebacterinm glutamicum. 1. Uti-
lizace uhlikatych zdreji. Kvas. priim., 2B, 1980, & 9, s.
200—202.

Hexoso-pentosovy komplex sacharidi obsazeny v kyse-
lém hydrolyzédtu dieva je v kombinaci s kyselinou octo-
vou vhodnou nahradou sacharosy ve fermentadni piidé
pro biosyntézu L-lysinu kmeny Corynebacterivm gluta-
micum. Vysledky pokusi v mé&fitku laboratornich fer-
mentagnich tankid ukdzaly redlnou moZnost pfevodu fer-
mentatiniho postupu biosyntézy L-lysinu do mé&fitka polo-
provozniho. VytéZnost L-lysinu je pfimo zavisla na kva-
lité hydrolyzatu dfeva, obsahu a zastoupeni jednotlivych
hexos a pentos a souCasné na koncentraci vedlejich
produktd hydrolyzy, které pfsobi inhibiéné na riist
mikroorganismu.

Cwmexan, ®. — [leaexosa, . — Kunpaosa, E. — Kpymn-
xan3n, B.: Buocunares Jl-nu3WHa, BHLI3bIBaeMbill IITAMMaMH
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fakrepuit Corynebacterium glutamicum B cpege, cocros-
meil M3 JPEBECHOr0 FHEPOIH3aTA H YKCYCHOH KHCJOTHL 1-as
yacte. Hcnonb3oBaHHe 3amacOB YIJAepPOXHCTHIX BelECTB.
Ksac. npym. 26, 1980, Ne 9, crp. 200—202.

[eKCO30-TIEHTO30BEIH  KOMINIEKC  CaxapHIoB, Haxoad-
HIMHCH B KHCJAOM JPeBecHOM THADOJH3aTe, MOXeT —
B KOMOWHAUHA C YKCYCHOIl KHCJIOTOH — 3dMEHHThH Caxaposy
B cOpaxKHBaeMOil cpejie, rjie B pesysabraTe GHOCHHTE3a, BHI-
3LIBAEMOro INTaMMHMH Oaxrtephii Corynebacterium gluta-
micum o6pasyercs JI-nu3un. PesyibTaTh SKCMEPHMEHTOB,
OCYIIECTBJIEHHBIX B J1a00paTOPHBIX OPOAM/BHEIX YaHAX, M0-
KasaJH PeasbHYI0 BO3MOMKHOCTb MPOBEPHTL MeTON B Gouxee
KpynHOM Maciitabe, B ONHITHOH ycranoske. Buixox JI-mu-
3WHA 34BHCHT OT KadecTBa JPeBEeCHOro rHAPOJH3aTa, CO-
lepHaHHe OT/JeNbHBIX TEeKC03 W IMeHT03, a TakKe OT
KOHIIGHTpAauH T0GOYHLIX NPOAYKTOB T[HIPOJH3a, KOTOpPHE
3aMeIHIoT Pa3MHOXKEHHE MHKDOOPTaHH3MOB.

Smékal, F. - Pelechova, . - Kindlova, E. - Krumphanzl,
V.: Biosynthesis of L-lysine Produced by the Coryne-
bacterium glutamicum Strains in Media Consisting of
Wood Hydrolysate and Acetic Acid. Part 1. Utilisation of
Carbon Sources. Kvas. prim., 25, 1980, No. 9, pp. 200—
—202.

Hexose-pentose saccharid complex present in acid
wood hydrolysate can — if combined with acetic acid
— serve as a substitute for saccharose in fermentation
media used for biosynthesis of L-lysine produced by the
Corynebacterium glutamicum strains. Results of ex-

periments carried out in laboratory fermentation tanks
show that the method, i. e. biosynthesis of L-lysine by
fermentation processes is ripe and proven encugh to be
introduced in a suitable pilot plant. The yield of L-lysine
depends on the guality of wood hydrolysate, proportion
of individual hexoses and pentoses, as well as on the
concentration of hydrolysis by-products which inhibit
the propagation of microorganisms.

Smeékal, F. - Pelechovd, . - Kindlova, E. - Krumphanzl,
V.: Biosynthese des L-lysins anf Basis des Hydrolysats
des Holzes und der Essigsdnre bei den Stimmen Coryne-
bacterium glutamicum. I. Ausniitzuong der Kohlenstoff-
guellen. Kvas. prim., 26, 1980, No. 9, S. 200—202.

Der Hexosen-Pentosen-Komplex der Saccharide, der
in dem saueren Holzhydrolysat enthalten ist, stellt in
Kombination mit der Essigsdure einen geeigneten
Saccharoseersatz in dem Fermentationsboden fiir die
Biosynthese des L-Lysins durch die Stdmme Coryne-
bacterium glutamicum dar. Die Ergebnisse der Versuche
im AusmaB von Laborfermentoren zeigten die reale
Mbglichkeit der Uberfiihrung des Fermentationsver-
fahrens der Biosynthese des L-Lysins in das halb-
betriebliche Stadium. Die L-Lysin-Ausbeute ist direkt von
der Qualitit des Holzhydrolysats, dem Gehalt und der
Vertretung der einzelnen Hexosen und Pentosen und zu-
gleich von der Konzentration der Hydrolyse-Nebenpro-
dukte abhédngig, die auf das Wachstum der Mikroorga-
nismen hemmend einwirken,



