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Biosyntéza L-lysinu na bazi hydrolyzatu papiru
u Corynebacterium a Brevibacterium sp.
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RNDr. FRANTISEK SMEKAL, CSc., Vyzkumny dstav antibiotik a biotransformaci, Roztoky u Prahy

Celosvétovy nedostatek bilkovin jako zdkladni sloZky
potravy pro ¢lovEka a hospodaiskd zvirfata je moZno
¢astetnd kompenzovat pfipravou mikrobidlnich bilkovin
a nékterych aminokyselin ziskanych zamérnou biosyn-
tézou. Vyznam fermentacni pripravy téchto latek spo-
¢ivd v tom, Ze je moZno je ziskat v nepomé&rné kratsi
dob& ve srovnédni se zemédélskou nebo ZivoliSnou pro-
dukci.

L-aminokyseliny pripravené vybranymi produk&nimi
mikroorganismy jsou primo pouZzitelné pro pfipravu krm-
nych smési nebo jako sloZka potravy. Mimofadny vy-
znam maji esencidlni aminokyseliny, napf. L-lysin.
Fermentacni primyslova vyroba vyZaduje vSak pro biosyn-
tézu L-lysinu zna¢né mnoZstvi uhlikatého zdroje jako je
sacharosa nebo melasa, které jsou opét vdzany na ze-
meéd&lskou vyrobu. Vzhledem k nedostatku a zvySenym
cenam téchto klasickych uhlikatych substrati pro fer-
mentaéni procesy je jiZ nékolik let snaha vypracovat
nové technologické postupy na neklasickych zdrojich
vhliku, napt. kyseliné octové, ethanolu. [1, 2].

V soucasné dobé jsou potencialni uhlikatou surovinou
pro Fadu mikrobidlnich procest lignocelul6zové a celu-
l6zové materialy, které jsou levné a neustdle se v pii-
rodé obnovuji. Celulézu rozstépenou na jednoduché sa-
charidy je moZno pouZit jako energetickou sloZku krmiva,
podobn& jako melasu, nebo je moZno ziskany sacha-
ridicky roztok vyuZit jako uhlikaty substrat pro kulti-
vaci mikroorganismti k ziskdni rady vyznamnych pro-
duktd nebo hodnotného bilkovinného Kkrmiva.

Problematikou fermentaéni pripravy L-lysinu na bazi
hydrolyzatu dfeva a raSeliny se zabyval Kalnin$ [3]. Jak
uvadi ve své praci, pro vytéZek 20—30 g L-lysinu v litru
média je nutny obsah monosacharidd v médiu 8—10 %
hm. Vzhledem k tomu, Ze v hydrolyzatech dreva pripra-
-venych zredénou kyselinou sirovou je dosahovano pouze
3—4 9% hm. redukujicich latek a vedle toho vznikaji ng-
které toxické latky (napf. 2-furankarbaldehyd), je moZ-
no nahradit melasu hydrolyzatem dfeva jen Castecng; za
téchto podminek bylo ziskdano 20—25 g L-lysinu/l mé-
dia.

V predchozich publikacich [4, 5] jsme uvedli vysledky
studia biosyntézy L-lysinu na bazi hydrolyzatu dreva a
'kyse'l‘iny octové u Corynebacterium glutamicum. Navr-
“Zeny postup biosyntézy L-lysinu pfedstavoval do urcité-
ho stupng& typ dvoufdzové fermentace, a to z hlediska
aplikace rozdilnych zdroji uhliku. V prvni fazi kultivace
je asimilovana sacharosa, zabezpecujici rist a souCasné
iniciaci produkce L-lysinu, v druhé fazi kultivace jsou
utilizovany monosacharidy obsaZené v koncentrovaném
hydrolyzatu dieva (10 % hm. redukujicich latek) a ace-
“tatové ionty. Za t&chto podminek se pohybovala produk-
ce L-lysinu ve dvoulitrovych fermenta¢nich tancich mezi
33—42 g/1 média za 92 hodin.

Japon$ti autoFi publikovali fermentagni gostup piFi-
pravy L-lysinu na bazi hydrolyzatu papiru [6]. Celula-
zovy materidl je nejprve acetylovdn anhydridem Kkyseli-
ny octové; acetylovana celuléza je pak hydrolyzovana
roztokem 10 % hm. kyseliny sirové pri 120°C po dobu
-dvou hodin. Po neutralizaci hydrolyzatu a doplnéni
yvhodnymi mineralnimi ‘solemi a rastovymi faktory na-
stavd vlastni fermentace s produkénim kmenem Brevi-

bacterium flavum FERM-P 1708. Produkce za 72 h dosa-
hovala 12 g L-lysinu v litru média.

Rozstépeni lignocelulézovych materidld je moZno pro-
vést chemickou hydrolyzou minerdlnimi kyselinami nebo
enzymovou hydrolyzou pomoci celulotickych mikroorga-
nismd.

Chemické hydrolyze je v poslednich 1étech opét vé-
novana znaéna pozornost, o ¢emZ svéd¢i Fada patentd,
publikaci a prehlednych praci [7, 8, 9]. V pFedkldadané
praci byl pro hydrolyzu papiru zvolen postup fluorovo-
dikovy [10].

PFi biodegradaci jsou vyuZivany celuldzové systémy
mikrobialnich druh® rodu Trichoderma, Sporotrichum,
Penicillium,; Fusarium a dal$i. PfestoZe biodegradace lig-
nocelul6zovych komplexd je v soufasné dobé predme-
tem studia a vyzkumu mnoha pracovnikd a védeckych
tymi, zistdva biokonverze téchto komplexti s ohledem
na stav jejiho experimentdlniho a pramyslového zvlad-
nuti stdle problematikcou alternativou chemickych nebo
fyzikalné chemickych postupd.

Material a metodika

Mikroorganismy: V pokusech byly pouZivdny produkc-
ni kmeny ze sbirky VUAB, a to Corynebacterium gluta-
micum ATCC 21 544, vyZadujici homoserin, leucin a sou-
tasné rezistentni vidi Kkyselingé aminothioméselné
(AMTB), Corynebacterium glutamicum 7/11, vyZadujici
homoserin a rezistentni na tGcéinek S-aminoethylcysteinu
(AEC), Corynebacterium glutamicum 49 a Brevibacterium
sp. vyZadujici homoserin. Kmeny jsou udrZovdny na Sik-
m¢ch masoseptonovych agarech pasdZovanim. Preocko-
vani kmenového materidlu je vZdy po 21 dnech.

SloZeni inokulaéniho média: sacharosa technicka 20 g,
octan sodny kryst. 40 g, kukufiény extrakt (60 % hm.
susiny) 30 g, voda destilovand ad 1000 ml; pH média
bylo upraveno na 7. Inokula€ni materidl: po zaoCkovani
baiiky se kultivuji na rota®ni tfepacce (240 ot.min—1)
pri teplot& 29°C po dobu 18—24 h. Vyrostlou kulturou
se- v mnoZstvi 10 % obj. zaoCkuji 500 ml varné baiiky,
které obsahuji 20 ml fermenta¢niho média.

Slozeni fermenta¢niho média: hydrolyzat araSidove
mouky 200 ml, kukuFiény extrakt (60 % hm. suSiny)
10 g, MgS0,.7H,0 0,1 g, CaCO; 35 g, destilovana voda
ad 1000 ml. Zdrojem uhliku a energie byl hydrolyzat
papiru pripraveny enzymovou hydrolyzou, nebo fluoro-
vodikovym postupem. Koncentrace redukujicich latek po
pridani hydrolyzatu byla asi 50—60 g v 1 litru meédia.

Ke kultivaci byly pouZity 500 ml Erlenmayerovy bariky
s obsahem 20 ml média. V3echny Zivné ptidy byly ste-
rilovany 30 minut pfi tlaku 0,12 MPa.

Analytické metody: stanoveni L-lysinu, celkovych re-
dukujicich latek a jednotlivych monosacharidi bylo uve-
deno v predchozich publikacich [4, 5, 11]; stanoveni
lehce (PSL) a t&%ce (PSt) hydrolyzovatelnych polysa-
charidd, celulozy, popela a su3iny papiru [12].

Vysledky a diskuse

Pro Stépeni celul6zového materidlu enzymovou hydro-
lyzou byl zvolen vzorek papiru P; obsahujici nebé&lenou
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Tabulka 1. Analytické hodnoceni vzorki papiru (% hm.)

Vzm:ek P, P,
papiru
celuléza 88,1 52,5
PSy 4,6 12,4
PSt 723 48,5
popel 7.2 10,5
vlhkost 9,8 7.3
2% — smeés nebélené sulfdtové bunifiny a potisténé
makulatury ve vdhovém pomé&ru 1:1
P, — novinovy papir, smés neplnéného novinového

papiru ,,Rudé pravo“ a natiraného novinového
papiru ,,Tribuna“

PSSy — obsah lehce hydrolyzovatelnych polysachari-
di

PSt — obsah téZce hydrolyzovatelnych polysacharida

% hm — vztaZeno na absolutnd suchy vychozi papir

Tabulka 2. Obsah monosacharidi v hydrolyzdtech papiru
po stanoveni PSy a PSt (g/100 g suchého pa-

piru)
Vzm:ek P, P,
papiru
monosacharidy
glukosa 72,0 40,7
xylosa 7,5 8,6

Tabulka 3. SloZeni sacharidického podilu v hydrolyzdtu
papiru P, (mg/ml)

redukujici latky 99,2
glukosa 60,8
xylosa 11,7
arabinosa 77
disacharidy 5,8
trisacharidy a vyssi 11,3

sulfatovou buni¢inu s p¥ime&si novinového papiru, ktery
reprezentuje sbérovy papir s vy3Sim obsahem celulézy
(fabulka 1—3). Vzorek byl pfedem rozvldkn&n za mokra,
potom odvodnén nejprve odsdvanim na nuéi a7 na su-
Sinu asi 20 % hm, potom suSen v su$arnd pri 105°C do
vihkosti 10 % hm. K enzymové hydrolyze bylo 20 g
této vldkniny nejprve resuspendovdno ve 100 ml citra-
tového pufru (pH = 4,8) a ponechdno v autokldvu po
dobu 30 minut pfi 0,12 MPa. Celulazovy substrat byl
zfedén 20 ml citrdtového pufru a priddno 100 mg celu-
lazového komplexu Trichoderma reesei (prepardt s ak-
tivitou 4.493 UE z VOPP Praha). Zaofkovany substrat byl
inkubovdn zpo€dtku pfi 55°C, dale pFi 45°C 18 hodin.
V odebirangch vzorcich byl v supernatantu po odstfeds-
ni stanovovan obsah celkovych redukujicich latek. Pra-
béh enzymvé hydrolyzy je zndzornén na obr. 1.

Takto ziskany hydrolyzat papiru s obsahem 2,5 % hm.
redukujicich 1atek byl vakuové zahu$tén aZ na koncen-
traci 5% hm. a pouZit pro pfipravu média. Po zaotko-
vani kmenem Corynebacterium glutamicum 21544 bylo
po 48 hodinach kultivace zjisténo 10 g L-lysinu v 1 litru

média. Toto mnoZstvi se jiZ v dal3ich hodindch nezvy-
Silo (obr. 2).
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Obr. 1. Pribéh enzymové hydrolyzy papiru, A — obsah
redukujicich ldtek (g/l média)
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Obr. 2. Biosyntéza L-lysinu u kmene Corynebacterium
glutamicum 21544 v médiu s hydrolyzdtem papi-
ru (enzymovd hydrolyza)

Chemickd hydrolgza bezvodym fluorovodikem. 200 g
vzorku P, — movinovy papir — bylo v reaktoru podrobe-
no hydrolyze bezvodou kyselinou fluorovodikovou pii
teploté 15—20°C po dobu 45 min za normdlniho tlaku.
Po odehnéni kyseliny fluorovodikové byl reakéni pro-
dukt rozpu$tén v horké vod& a po separaci nezreagova-
ného podilu byla provedena neutralizace hydroxidem
vapenatym. Ziskany roztok oligosacharidii byl podroben
dohydrolyze zfedé&nou kyselinou sirovou v autokldvu pfi
teploté 130°C 100 minut. Po opé&tné neutralizaci hydro-
xidem vdpenatym a separaci siranu vdpenatého byl tak-
to ziskany hydrolyzat pouZit jako uhlikaty substrat do
fermentaéni pidy.

Hydrolyzat papiru pfipraveny fluorovodikovym postu-
pem obsahoval 10 % hm. redukujicich latek. Po pfidanf
tohoto roztoku jako jediného zdroje uhliku a energie do
fermentaéni pidy byla podatedni koncentrace reduku-
jicich latek 60 g/l média. Vzhledem k pomé&rnd malému
objemu ptipraveného hydrolyzdtu nebylo moZno, pravé
tak jako u hydrolyzatu ziskaného enzymové, zkoncentro-
vat roztok na optimdlni koncentraci redukujicich latek
pro produkci L-lysinu, tj. asi 25 % hm, a navic stanovena
hodnota redukujicich latek v hydrolyzatech nepfedsta-
vuje pouze monosacharidy.

Biosyntéza L-lysinu v médiu s hydrolyzatem papiru
pripravenym chemickou hydrolyzou je uvedena na obr. 3.

Jak vyplyva z obr. 2 a 3, ve 48. h, resp. v 72. h kulti-
vace bylo ziskdno 10—12 g L-lysinu v litru média a bio-
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syntéza jiZ ddle nepokracovala, at jiZ v disledku pokle-
su celkovyjch redukujicich 1latek, nebo néasledkem
vyéerpéni utilizovanych monosacharidd.
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Obr. 3. Biosyntéza L-lysinu u kmenii Brevibacterium sp.
a Corynebacterium glutamicum v médiu s hydro-
lyzdtem papiru (chemickd hydroljza)
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Obr. 4. Biosyntéza L-lysinu u kmeni Brevibacterium sp.
a Corynebacterium glutamicum v médiu s hydro-
lyzdtem papiru a sacharosou

V dalsim studiu této problematiky se ukézala vhod-
nost kombinace hydrolyzitu papiru a sacharosy, ktera
byla pFiddvana do fermentani pidy v prab&hu kultiva-
ce (2 ml roztoku 50 % hm. sacharosy po 12 hodinach),
takZe k médiu s pivodnim obsahem 60 g redukujicich
latek v litru bylo postupné& pfriddno 100 g sacharosy. Sa-
charosa zabezpefovala dostatetny rist a soudasné& ini-
ciaci produkce L-lysinu. Za téchto podminek bylo dosa-
Zeno 20—24 g L-lysinu v 1 média za 96 h kultivace. Tyto
orientacni pokusy ukazaly na moZnost ¢aste¢né nahrady
potfebného mnoZstvi sacharosy (optimdlni koncentrace
20 % hm.) pro produkci L-lysinu zdrojem uhliku z hyd-
rolyzatu papiru.

Vysledky naSich pokusti s kultivaci produk&énich kme-
nh Brevibacterium sp. a Corynebacterium glutamicum na
hydrolyzatech papiru-jsou v souladu s literapn‘imi udaji
autorii, zabyvajicimi se podobnou problematikou [14, 15].
Perspektivy aplikace hydrolyzdtu lignocelulézovych ma-
teriali naznacuji v souasné dob& napf. patentové uda-
je japonskych autord [6, 13]. Potvrzuje se, Ze zvladnuti
hydrolyzac¢nich postup@i lignocelulézovych a celul6zo-
vgch materidld s cilem ziskat relativn& levné hydroly-
zaty s vysokou koncentraci monosacharidi a eliminaci
latek inhibujicich rist mikroorganismi, maZe vést k roz-

sdhlému pouZiti rtiznych druht lignocelulézovych a ce-
lulézovych odpadnich surovin pro produkci biologicky
vyznamnych latek, napft. i L-lysinu.
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Produkéni kmeny Corynebacterium glutamicum a Bre-
vibacterium sp. jsou schopny riistu a biosyntézy L-lysinu
ve fermentaénim médiu obsahujicim jako zdroj mono-
sacharida hydrolyzat papiru pfipraveny enzymovou nebo
chemickou hydrolyzou. Hydrolyzaty papiru maji vzhle-
dem k dosavadnim pouZitym technologiim prozatim re-
lativné nizky obsah monosacharidd, takZe produkce L-
-lysinu byla jen 10—12 g/l fermentaéniho média. Vytézku
20—24 g L-lysinu/l média bylo dosaZeno ve fermen-
ta¢nich ptdach obsahujicich hydrolyzat papiru v kom-
binaci se sacharosou, kterd zabezpefovala dostatedny
narist a soucasné iniciaci produkce L-lysinu.

IlenexoBa, ., Ceiidepr. P., Cmekan, ®.: Buocunres JI-au-
3MHa Ha Oase ruaposusarta Gymaru ajas wr. Corynebacte-
rium glutamicum, Brevibacterium sp. Ksac. npym. 29,
1983, Ne 12, ctp. 279—282.

HIrammel Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium
Sp. CHNOCOOHBI K Da3MHOXEHHIO H OHOcHHTe3y JI-1H3HHA
B (epMEHTALlHOHHOH cpefe, COAepkKalled B KauecTse
HCTOYHHKA MOHOCaXapHJOB THAPOJH3aT OyMard, IOJyYeH-
HBIH TyTE€M 3H3UMHOTO MJIH XHMHYECKOro THapoJusa. I'mapo-
Jau3aThl OyMard OTJIHYalOTCH BBHU/JBL JO CHX IIOp NpHMeEHs-
€MBbIX TEXHOJIOTHH [IOKa OTHOCHTEJbHO HH3KHM COJEpIKaHHUEM
MOHOCAaXapHJ0B, TaK YTO NpoAyKuus JI-1M3HHA cocTaBJasiia
Toabko 10—12 r/n depmeHTanuoHHOK cpenu. Buixoma 20—
—24 r JI-nu3uHA'M cpepsl GbUIO IOCTHTHYTO B Cpedax.
COJepKallHX THAPOJNH3aT OyMard B KOMOHHAIMH C CaXa-
pO30it, KOTOpasi OGecreynBata JOCTATOUHBIH POCT ¥ OJAHO-
BPeMEHHO HHHUMHDOBaHMe NPOAYRIHH JI-TH3HHA.

Pelechova, J. - Seifert, R. - Smékal, F.: Biosynthesis of
L-Lysine from Paper Hydrolyzate with Corynebacterium
glutamicum and Brevibacterium sp. Kvas. pram. 29, 1983,
No. 12, p. 279—282.

Production strains Corynebacterium glutamicum and
Brevibacterium sp. are able to growth and synthetize
L-lysine in the fermentation medium with the paper
hydrolyzate as the source of monosaccharides. The paper
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hydrolyzate can be prepared by the enzymeé or chemical
hydrolysis. With respect to the present technologies,
paper hydrolyzates have a relatively low content of
monosaccharides. Therefore, the production of L-lysine
was only 10—12 g.1-1 of the fermentation broth. The
production of 20—24 g of L-lysine per litre of the me-
dium was achieved in the media where paper hydroly-
zate was supplemented with saccharose that permitted
the sufficient growth with the simultaneous initiation
of the production of L-lysine.

Pelechova, ]J. - Seifert, R. - Smékal, F.: Biosynthese des
L-Lysins zuf Basis des Papierhydrolysats bei Coryne-
bacterium glutamicum und Brevibacterium sp. Kvas.
prim. 29, 1983, Nr. 12, S. 279—282.

Die Produktionsstdimme Corynebacterium glutamicum
und Brevibacterium sp. haben die Fahigkeit des Wach-
stums und der Biosynthese des L-Lysins im Fermenta-
tionsmedium, das als Monosaccharidequelle das durch
Enzym- oder chemische Hydrolyse gewonnene Papier-
hydrolysat enthélt. Die mittels der bisher iiblichen tech-
nologischen Verfahren hergestellte Papierhydrolysate
welsen einen relativ niedrigen Monosaccharidegehalt
auf, soda® die L-Lysin-Produktion in diesen Bedingun-
gen nur 10—12 g/l Fermentationsmedium betrug. In
Fermentationsmedien, die Papierhydrolysat in Kombina-
ticn mit Saccharose enthielten, welche die geniigende
Erhohung und zugleich auch die Initiation der L-Lysin-
-Produktion sicherte, wurde eine Ausbeute von 20—24 g
L-Lysin/l Fermentationsmedium erzielt.




