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Zakladni sloZku fermenta¢nich médii pro biosyntézu
L-lysinu predstavuji hydrolyzdty komplexnich zdroji du-
siku. Jsou nezbytné pro auxotrofni mutanty kmenti Co-
rynebacterium a Brevibacterium, které vyZaduji k riistu
urCité aminokyseliny, napf. homoserin, treonin, leucin
aj. Regula&ni mutanty produkénich kment, které se vy-
znaCuji pouze rezistencemi na analogy aminokyselin, je
moZno z hlediska nutri¢nich poZadavkd povaZovat za
prototrofni mikroorganismy; tyto mutanty produkuji L-
-lysin jak na anorganickych zdrojich dusiku, tak na
organickych substrdatech, napr. kukufi¢ném extraktu aj.
Pro sledovéni biosyntézy L-lysinu jsou vhodnd semisyn-
tetickda média; kombinaci obou typ@i dusikatych zdroji
v médiu je moZno dosdhnout pomérné vysokych produkci
aminokyseliny. V préci jsou ovéFovany produkéni vlast-
nosti mutantnich kmend Corynebacterium glutamicum,
vyznatujici-se pouze rezistencemi k analogim L-lysinu:
S-aminoethyl-L-cystein (kmeny AECT) a L-lysinhydroxa-
mét (kmeny LHXr).

Materidl a metody

V préaci bylo pouZito téchto produkénich mikroorga-
nisml: Corynebacterium glutamicum AECT, Corynebacte-
rium glutamicum LHX" a Corynebacterium glutamicum
AECT, LHX". Kmeny byly udrZovany na masopeptonovych
agarech, pasaZovany po 21 dnech a uchovédvédny pfi 5°C.
SloZeni inokulaéniho média: sacharosa techn. 30g,
octan sodny 20g, kukuficény extrakt 30 g, voda destilo-
vand ad 1000 ml; pH média je 68—7,0; 500ml varné
baiiky se plni po 50 ml média a steriluji po dobu 30 min
pii 0,12 MPa. Po zaoCkovéani se kultivace provadi na ro-
taéni tfepacce (6,7 Hz) pri teploté 29°C po dobu 18 aZ
24 h; vyrostlou kulturou se v mnoZstvi 10 % obj. zaotku-
ji 500 ml varné baiiky, které obsahuji 20 ml fermentac-
nfho média tohoto sloZeni: sacharosa techn. 180 g, ku-
kufiény extrakt (60 % su$.) 15g, siran amonny Kkryst.
30 g, hydrogenfosforetnan draselny 1g, siran hofe&naty
kryst. 0,1 g, uhli¢itan véapenaty mikromlety 35g, voda
destilovand ad 1000 ml; pH média a sterilace jsou stejné
jako u inokula¢niho média; kultivace probiha na rotacni
tfepatce (6,7 Hz) pri teploté 29 °C po dobu 96 h; pH mé-
dia se v priibéhu kultivace upravuje roztokem 10% obj.
amoniaku na hodnotu 7,0; melasové fermentatni médium
obsahuje 20 % hmot. Fepné melasy a dal3i riistové latky,
jak je popsdno vySe. SloZeni acetatového fermentaéniho
média, zplsob fermentace, sloZeni davkovacich smési a
jejich davkovani v pribéhu kultivace je popsano v praci
[1].Metody stanoveni dusiku, redukujicich latek a L-ly-
sinu jsou uvedeny v publikacich [2, 3]. Fermenta&ni
postup piipravy L-lysinu v meéfitku laboratornich tank®
je popsan v dalsi praci [4].

Vysledky a diskuse

Ovérovéani produkénich vlastnosti mutantnich kmeni
Corynebacterium glutamicum bylo provddéno na semi-
syntetickych fermenta¢nich médiich se sacharosou nebo
melasou a kombinacemi dusikatych zdrojd, tj. amonnych
soli a kukufi€ného extraktu. Fermentace probihala stan-
dardnim postupem v bafikdch na rota¢ni tfepaCce pfi
teploté& 29 °C. Produkce L-lysinu u testovanych kmeni po
96 h kultivace ukazuje tabulka 1. Ze zjisténych hodnot
vyplyva, Ze u mutantnich kmenli s jednim genetickym
znakem jsou produkce aminokyseliny na obou typech
médii srovnatelné. U kmene Corynebacterium glutami-
cum AECT, LHX" jsou produkce L-lysinu vy38i, a to na
sacharosovém médiu o 16—21 % a v pfFipadé melasového
média o 52—61 % proti kmeniim s jednim genetickym

Tabulka 1 — Biosyntéza L-lysinu u regulaénich mutant
Corynebacterium glutamicum na fermenta&nich médiich
se sacharosou a melasou

| Produkce |
L-lysinu
18% sacharosa

vg.l-Yeh

Produkéni mutanta 23% melasa

Corynebacterium glutamicum

r
AEC 34,6 143
Corynebacterium glutamicum -

r
LHX | 36,2 | 15,0
Corynebacterium glutamicum |

AEC LH/\‘r ‘ 42,0 22,9

znakem. Proto v dalSich pokusech byl testovan mutantni
kmen Corynebacterium glutamicum AECT, LHX".

Byl sledovan vliv riznych koncentraci kukufi¢éného
extraktu (1,5—4,5 % hmot.) na biosyntézu L-lysinu na
sacharosovém (18 % hmot.) a melasovém médiu (20 %
hmot.). Tato mnoZstvi uhlikov§ch zdrojii byla stejna ve
viech variantdch pokusili; pfi aplikaci 1,5% a 3,0%
hmot. kukufi¢éného extraktu ve fermenta¢nim médiu se
sacharosou jsou produkce L-lysinu stejné, pfi kocentraci
4,5 % hmot. nastdvad vyrazny pokles produkce aminoKy-
seliny. Pravdépodobné niZ8i koncentrace kukufiéného
extraktu neovliviiuji optimédlni poméry mezi uhlikem a
dusikem ve fermenta&nim médiu, které maji zakladni
vyznam pro optimalni priib8h biosyntézy aminokyseliny.
Tento efekt se zfejmé neuplatiiuje na melasovych mé-
diich s relativné nizkou koncentraci uhlikatého zdroje
ve fermentaénim médiu (asi 10 % hmot. sacharosy). Vy-
sledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Vzhledem k nespecifickym nutriénim poZadavkim re-
gulaénich mutant byl u kmene Corynebacterium gluta-
micum AECT, LHX" testovan vliv riznych organickych
zdrojii dusiku na produkci L-lysinu. Jak je zfejmé z ta-
bulky 3, jsou produkce L-lysinu na fermentatnim médiu

Tabulka 2. Viiv rdznych koncentraci kukuri¢ného extraktu
v médiu na biosyntézu L-lysinu u kmene Corynebacte-
rium glutamicum AECT, LHX*

Produkce L-lysi .1-198 h
KukuFitny extrakt s ukce ysinu v g . 1-1/98
% hmot. 18% sacharosa 20% melasa
15 J 45 71.8
3,0 | 39,0 24,0
A8 ‘ 31,6 22,5
\

Tabulka 3. Produkce L-lysinu u kmene Corynebacterium
glutamicum AECr, LHXT pFi aplikaci rdznjch zdroji du-
siku ve fermentaénim médiu

Zdroj dusiku 2% hmot. Prt‘)'d;lfcle_['.l-sl,gsr:nu
kukufiény extrakt : 38,7
suSena syrovatka 39,3
krmné kvasnice 32,4
pekarské kvasnice 340
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s kukufiénym extraktem a suSenou syrovatkou prakticky
stejné a dosahuji hodnot mezi 36,7—39,3 g.1-! za 96h
kultivace. Ur€ity pokles v produkci L-lysinu je moZno
pozorovat pfi aplikaci krmného a pekarského droZdi jako
zdrojli dusiku ve fermentaénim médiu. Pravd&épodobnou
negativni roli maji v tomto pfipadé vy3si koncentrace
fosfatovych iontl obsaZené v kvasniéné biomase.

Jednou z dilezitych vlastnosti produkénich kmend je
hodnota konverze uhlikatého zdroje na kone¢n§ produkt.
U mutantniho kmene Corynebacterium glutamicum AECT,
LHX" byly ovéfovany konverze na fermentatnim médiu
s riiznymi Kkoncentracemi sacharosy v rozmezi 10—18 %
hmot. Optimalnich konverzi mezi 24—25 % bylo dosaZe-
no pii aplikaci 12—15 % hmot. sacharosy pfi lysinové
produkci 30—37 g.1-! za 96 h kultivace. Nizkych kon-
verzi (18 %) bylo dosaZeno pfi aplikaci 10 % hmot. sa-
charosy a 21 % konverze na fermentanim médiu s 18 %
hmot. sacharosy. Vysledky pokusli jsou shrnuty v ta-
bulce 4.

Tabulka 4. — Vliv rizngch koncentraci sacharosy ve
fermentaénim médiu na produkci L-lysinu a konversi C-
-zdroje u kmene Corynebacterium glutamicum AECT,
LHXr

% hmot. sacharosy Produkce L-lysinu 9% konverze
v médiu vg.l1-9%h C zdroje
10 | 18,0 18
12 ‘ 30,0 25
15 371 24
18 ' 38,6 21

V dalsich pokusech byla sledovana schopnost vyse
uvedeného produkéniho kmene syntézovat L-lysin na fer-
mentaénim médiu s acetdtem jako hlavnim zdrojem uhli-
ku. Vysledky pokusli uvedenych v tabulce 5 ukazuji na
malé rozdily v produkci L-lysinu vzhledem k mnoZstvi
davkovanych uhlikatych smési v priib&hu kultivace. Opti-
mélni produkce L-lysinu &inf 26,5g.1-1 za 96 h kultivace
a odpovida dosaZenym vysledkim produkce na melaso-
vém fermentacnim médiu.

Tabulka 5. Produkce L-lysinu u kmene Corynebacterium
glutamicum AECT, LHX® na fermentaénim acetdtovém mé-
diu s ddvkovdnim acetdt-sacharosové smési v pribéhu
kultivace

~

Mnozstvi smési (ml) Produkce L-lysinu
a 6 h intervaly veg.l=1Y9%h
0,5 221
1,0 26,5
3 22,0

Tabulka 6. Produkce L-lysinu na sacharosovém médiu
v méFitku laboratornich 21 jermentaénich tankid u kme-
ne Corynebacterium glutamicum AECT, LHXT

Fermenta&ni pokus

Primérnd produkce L-lysinu
(5 laboratornich tankil)

v g.1-196 h kultivace

11.

1. 42,1
111,

Zéakladni laboratorni pfedpis pro biosyntézu L-lysinu
u kmene Cyronebacterium glutamicum AECT, LHX" byl
ovéfovan v meéfitku dvoulitrovych laboratornich tanki.
Vysledkem standardniho fermenta&niho postupu byla
produkce L-lysinu v mnoZstvi 36,8—435g.1-! za 96h

5

kultivace. DosaZené hodnoty produkci L-lysinu u uvede-
ného kmene odpovidaji biosyntéze L-lysinu u regulaénich
a soutasng auxotrofnich mutant Corynebacterium -gluta-
micum, jak popisuje zahraniéni patentova literatura [5].
Regula¢ni mutanty kmene Corynebacterium glutamicum
jsou vhodnym modelem pro dal3i genetické prace s per-
spektivou jejich vyuZiti pfi ekonomizaci vyroby L-lysinu
v primyslovém méritku.
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Smékal, F. - Ulbert, S. - Barta, M.: Produkce L-lysinu
u regulagnich mutant Corynebacterium glutamicum.
Kvas. priim., 31, 1985, &. 12, s. 282—283.

Byla studovana biosyntéza L-lysinu u regula&nich mu-
tant Corynebacterium glutamicum s rezistencemi pouze
k analoglim lysinu. Jako zdroji dusiku byly pouZity kom-
binace anorganickych a organickych dusikatych latek
(kukufiény extrakt, syrovatka, krmné a pekafské kvasin-
ky), jako zdroje uhliku sacharosa, melasa a kyselina
octovad. Produkce L-lysinu u regulaéni mutanty Coryne-
bacterium glutamicum AECT, LHX" dosahuje hodnot 40
aZ 43 g.1-! za 96 h fermentace.

Cwmekan, ®., Yavbepr, C., bapra, M.: MNMpoaykuus L-aH3u-
Ha peryaupywumumMH mytaitamu Corynebacterium gluta-
micum. Ksac. npym. 31, 1985, Ne 12, cTp. 282—283.

HccaenoBanbess OGHOCHHTE3  L-JH3HHA  PeryJaHPYIOLLHMH
mytanutamu Corynebacterium glutamicum ¢ pecHCTEHT-
HOCTBIO TOJBKO B OTHOIIEHHH K aHaJjoram Jx3HHa. B ka-
YyecTBe MCTOYHHKA a3ota OblaH NpPHMEHeHbl KOMOHHALHH
HEOPraHHyeckKHX M OpraHHyecKHX a3oTocOJepiKalllHX Be-
uectB (KYKypy3Hblii 3KCTPAKT, CHIBOPOTKAa, KOPMOBbie H
xaeGonekapHble JIPOKIKH), B KayecTBe HCTOYHHKA YIJepo-
Jla — caxaposa, mejacca # yKcychas kucjaora. Ilponykuus
L-aH3HHa peryaHpyiolleii myrantoit Corynebacterium glu-
tamicum AECr, LHXr pnocturaer Beawund 40—43 r. 1-1
3a 96 yacoB mponecca (epmenTann.

Smékal, F. - Ulbert, S. - Barta, M.: L-Lysine Production
with Regular Mutants of Corynebacterium glutamicum.
Kvas. prim. 31, 1985, No. 12, pp. 282—283.

The biosynthesis of L-lysine was studied with regular
mutants of Corynebacterium glutamicum having the only
resistance to analogs of lysine. As the N-sources combi-
nations of inorganic and organic nitrogen compounds

(corn steep liquor, whey, fodder and baker's yeasts]

were used. As the C-cources saccharose, molasses and
acetic acids were used. The L-lysine production with
the regular mutant of Corynebacterium glutamicum AEC,
LHXr reaches the values of 40 to 43 g.1-! after 96 h of
the fermentation.

Smékal, F. - Ulbert, S. - Barta, M.: Produktion des L-
-Lysins bei Regulationsmutanten von Corynebacterium
glutamicum. Kvas. priim. 31, 1985 Nr. 12, S, 282—283.

Die Autoren studierten die Biosynthese des L-Lysins
bei Regulationsmutanten von Corynebacterium gluta-
micum mit Resistenzen nur zu Lysin-Analogen. Als
Stickstoffquellen wurden Kombinationen anorganischer
und organischer stickstoffhaltiger Substanzen (Mais-
extrakt, Molke, Futter- und Backhefe) angewendet, als
Koh'enstoffquellen Saccharose, Melasse und Essigsédure.
Die Produktion des L-Lysins bei der Regulationsmutante
Corynebacterium glutamicum AECT, LHX" erreicht Werte
von 40—43 g.1-! nach 96 Stunden Fermentation,



