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Regulaéni mutanty Corynebacterium glutamicum pied-
stavuji vyznamnou skupinu producenti esencidlni amino-
kyseliny L-lysinu; jejich vyhodou jsou minimdlni nutrig-
ni pozadavky, a to pfedevSim na dusikaté zdroje. Tyto
mutantni kmeny produkuji L-lysin na semisyntetickych
fermenta&nich médiich a nevyZaduji k riistu komplexni
hydrolyzédty bilkovinnych substrati, které jsou nezbytné
pro auxotrofoi nebo auxotrofné-regula&ni mutanty Cory-
nebacterum glutamicum nebo Brevibacterium flavum.
Tyto kmeny je moZno z hlediska nutri¢nich poZzadavkid
povaZovat za prototrofni bakterie schopné vyuzivat k riis-
tu dusikaté anorganické soli standardné pouZivané pro
fermentaéni tcely [1]. V praci byla sledovéna bioche-
mickd aktivita uvedenych produk&nich kmenid na riiznych
zdrojich uhliku a dusiku a dédle biosyntéza L-lysinu v la-
boratornim méritku.

MATERIAL A METODY

MIKROORGANISMY

Pro pokusy byly pouZity mutanty kmene Corynebacte-
rium glutamicum, a to C. glutamicum AECr, HXL' (déle
oznacovédna jako dvojndsobnd mutanta) a C. glutamicum
AECT, HXL", AHVr, Strr, rifr (dale oznacovdna jako vice-
nasobnd mutanta) Kmeny byly ziskdny ve spolupréci se
VSesvazovym ustavem genetiky v Moskvé. Kmeny jsou
uchovavdany na masopeptonovych 3ikmych agarech pfi
teploté -+ 4°C a preoCkovavany kazdych dvacet dnt.

/3
rezistence na analogy, AEC =

Vysvétlivky: r = S-aminoethyl-L-

amino-

r
hydroxyvalerovd kyselina, Str = streptomycin, rif =
= rifamycin.

r r
-cystein, HXL = L-lysin-hydroxomadt, AHV =
’ r
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KULTIVACNI PUDY

Standardni a nestandardni zdroj uhliku

Enzymovy hydrolyzat Skrobu. Bramborovy 3krob (z n. p.
Skrobarny, Havli¢kiiv Brod) byl rozpustén v destilované
vodé a ponechan zmazovaténi na vodni lazni pti teploté
70 <C. Po rozmichani a pfidavku 0,5 g diastafonu v desti-
lované vodé& (preparat obsahujici amylasy), probihalo
Stépeni pfFi teploté 65 az70°C po dobu 20 minut za ob-
CGasného michéni; inaktivace enzymi byla uskutecnéna
zvysenim teploty na bod varu po dobu 5 minut. Obsah
a zastoupeni jednotlivych sacharidi v roztoku bylo zji-
¢ieno kapalinovou chromatografii (tabulka 1).
Hydrolyzat smrkovych pilin. Hydrolyzat byl pripraven ve
spolupraci s katedrou organické technologie VSCHT, a to
zFedénou kyselinou chlorovodikovou [2,3]. PFed pouZi-
tim do fermenta¢ni piidy musel byt upraven nejprve neé-
kolikanasobnou extrakci ethylacetatem; do ethylacetatu
pfechazeji nékteré potencidlni inhibitory rlistu mikro-
organismil, jako jsou fenoly, lignany a také Castetn&
2-furankarbaldehyd. Ethylacetat byl pak vakuové odde-
stilovan. Hydrolyzat smrkovych pilin byl dale, po tpravé
pH pevnym CaCO; na hodnotu 6,5—6,8, zfiltrovan a va-
kuové zahustén tak, aby koncentrace redukujicich latek
byla priblizné 10 % hm, a koncentrace zbyvajiciho 2-fu-
rankarbaldehydu niz3i nez 0,03 % hm. K takto uprave-
nému hydrolyzatu byly pak pfidany potrebné Zivné soli
a kukufFi¢ny extrakt a upraveno pH na 7,0.

Tabulka 1. Obsah sacharidi v hydrolyzdiu bramborového
Skrobu (mg.ml-1)

D — maltosa r

D — glukosa
D — fruktosa

w
=X
wWwow

Tabulka 2. SloZeni jednotlivijch monosacharidi v hydro-
lyzdtu smrkovich pilin {mg . ml—1)

D — glukosa 5,9
D — xylosa 5.4
D — galaktosaa 5,0
L — arabinosa 14,2
D — mannosa 16,9

Surova cukerna Stava, tzv. tézka $tava, predstavujici me-
ziprodukt pfi vyrobé cukru (cukrovar Kostelec nad La-
bem) méla obsah redukujicich latek 75 % hm.

Repna melasa. K pokusim byla k dispozici melasa z cu-
krovaru Mélnik, u které byly stanoveny tyto hodnoty:
49,9 % hm. redukujici latky, su3ina 60 % hm., aminodu-
sik 2,6 % hm., mineralni dusik 0,41 % hm.

SloZeni inokula&ni piidy: octan sodny krystalicky 50 g,
sacharosa technicka 20g, kukufiény extrakt (60 % hm.
susiny) 30g, doplnéno na objem 1000 ml destilovanou
vodou.

SloZeni fermentatnich piid je uvedeno v tabulce 3.
Kultiva&ni technika. Kultivace byly provddény v 500 ml
varnych baiikach plnénych v pfipadé inokula¢ni pidy
50 ml, resp. 20 ml fermentaéni piidy. U v3ech uvedenych

Tabulka 3. Slozeni fermentaénich pud (g/1000 ml)

Kuku- e i
tieng | &
Ozna- @ - .
geni | zdroj uhliku e["gga},‘;‘ = S ) S
pdy hm. | Z T | 2| 8
| susiny) - x | = o
Fy hydrolyzéat
Skrobu (900 ml) 10 25 1 0,1 35
F, | melasa (150 g) | 0 | =25 1 0,1 35
F; | cukerna stava '
{200 g) . '8 25 1 0,1 35
| {
F; | hydrolyzat ‘ ‘ [
smrkovych pilin J i
(800 ml) 25 1 0,1 35

médii bylo pH pred sterilaci upraveno 10% roztokem
hydroxidu amonného na hodnotu 7,0. Sterilace pti tlaku
0,12 MPa trvala 20 minut. Kultivace probihaly na rotacni
tfepatce 3,7 s—1 s vystfednikem 25 mm pfi teploté 28 °C
po dobu 24 aZ 96 hodin.

Banky s fermenta¢ni pidou byly vzdy zaoCkovany
12,5 % obj. (tj. 2,5 ml) inokula starého 24 hodin. Od 24.
hodiny kultivace bylo upravovano pH média v baikach
10% roztokem hydroxidu amonného na hodnotu 7,0. Bé-
hem fermentace byly ve 24hodinovém intervalu odebira-
ny vzorky média, které se pak odstfedovaly pfi frekven-
ci 50 s—! po dobu 30 minut. Ve vzorcich bv!d zjiStovéna
koncentrace L-lysinu, redukujicich latek, biomasy a pH.

ANALYTICKE METODY

Stanoveni biomasy. Vzorek o objemu 10 ml média byl 30
minut odstFfedovan pfi frekvenci 50 s—1 v kalibrované
kyveté. Mnozstvi sedimentu bylo odecteno podle kalibra-
ce kyvety.

Stanoveni redukujicich latek. Metoda je zaloZena na
reakci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny s redukujicimi lat-
kami [4].

Stanoveni L-lysinu. Bylo provadéno oscilopolarograficky
[5].

Stanoveni sacharidii kapalinovou chromatografii [6].

Hydrolyzaty nestandardnich zdrojii uhliku obsahuji
kromé& hexos, které jsou zastoupeny pirevazné glukosou,
také pentosy, disacharidy a dalsi organické latky, které
mohou byt vyuzivany produkénim mikroorganismem pro
rist a biosyntézu L-lysinu.

Hydrolyzat bramborového Skrobu, pFipraveny enzymo-
vym $tépenim amylasami, piedstavuje zdroj uhliku pro
fermentaéni médium, které dale obsahovalo jako zdroj
dusiku standardni mnozstvi kukufi€ného extraktu a mi-
neralni dusik ve formé siranu amonného.

Hydrolyzaty lignocelulézovych odpadii, pfipravené che-
mickou nebo enzymovou hydrolyzou, obsahuji glukosu,
mannosu, galaktosu, z pentos xylosu, arab’nosu, ribosu,
disacharidy, oligosacharidy a v nizké koncentraci také
ketopentosy. N&ktefi autofi uvadéji, Ze produkéni kmeny
L-lysinu, a to Corynebacterium a Brevibacterium vyuZzi-
vaji z t8chto sacharidd prednostné glukosu a mannosu,
z disacharidii pouze sacharosu a maltosu. Pentosy jsou
vyuZivany pomérné malo nebo vibec ne [7, 8].

Dalsi uhlikatou surovinou, studovanou z hlediska vhod-
nosti nghradniho zdroje uhliku pro fermentaci L-lysinu,
byla fepna melasa. Fermentaini piida obsahovala 15 %
hm. melasy, jako zdroje dusiku byl pouZit kukufi¢ny ex-
trakt a minerdlni soli.

V naésledujicich pokusech byla zjistovana produktivita
mutantnich kmenil na surové cukrové stavé pred krysta-
lizaci. Fermentatni plida obsahovala 20 % hm, tohoto
uhlikatého zdroje; zdrojem dusiku byl opé€t kukufi¢ny
extrakt a amonne soli.

VYSLEDKY A DISKUSE

Riist prototrofnich kmenii Corynebacterium glutamicum
byl testovdn na téchto substratech: sacharose, maltose,
laktose, cellobiose, hydrolyzatu Skrobu a nativnim Skrobu.
Zdrojem dusiku byl siran amonny. Kultivace byla prova-
déna na agarovych plotndch po dobu 72 hodin pfti teplo-
té 28 °C. Z testovangych substratd je velmi slabé utilizova-
na cellobiosa a §krob. Podobnym zplsobem byly testovéany
nékteré typy dusikatych latek pfi aplikaci sacharosy ja-
ko zdroje uhliku. Bylo prokazdno, Ze ze zdroji dusiku
nejsou utilizovany thiomo&ovina a guanidin. Souhrnné vy-
sledky pokusil jsou uvedeny v tabulece 4a a 4b.

Z nestandardnich zdroji uhliku byl u obou kment te-
stovan hydrolyzat Skrobu v médiu, které obsahovalo 5 %
hm. sacharosy a kromé& toho 3,2 % hm. maltosy a 0,8 %
hm. glukosy pfi celkovém cbsahu redukujicich latek
9,5 % hm. Pro oba prototrofni kmeny jsou charakteristic-
ké rozdilné produkéni rychlosti a odpovidajici konverze
ve 24. hodin& kultivace. Vy33i konverzi — kolem 35 % —
se vyznaluje vicendsobna mutanta ve srovnani s dvojna-
sobnou mutantou s konverzi 30 %. Prib&hy fermentace
L-lysinu u obou prototrofnich kmenil jsou uvedeny na
obr. 1a a 1b.

Dalsi surovirou pro testovani L-lysinu u cbou proto-
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Tabulka 4a. Rust kmeni Corynebacterium glutamicum na
agarovych médiich s ruzngmi zdroji uhliku

Produkéni kmen
zdroj uhllku vicenasobnéa dvojnasobna
mutanta mutanta
sacharosa ++ 4+
D-maltosa ++ ++
D_laktosa | + + ++
cellobiosa + +
3krob | + +
hydrolyzat Skrobu [ ++ ++

Tabulka 4b. Rist kmeni Corynebacterium glutamicum na
agarovych médiich s riiznymi zdroji dusiku

Produkéni kmen

Zdroj dusiku vicenasobn4 dvojnasobna

mutanta mutanta
siran amonny i et
mocovina ++ ++
thiomocovina + |
guanidin — .
kasein ik ++
— bez rastu

+ slaby rast
+ + velmi dobry rist

trofnich kmenit byla Fepnd melasa (50 % hm. sacharisa-
ce) s koncentraci 15 % hm. ve fermentadnim médiu. Pro
oba produkéni kmeny je charakteristicky vysoky nérist
biomasy ve 24. hodiné kultivace s hodnotami mezi 16
az 18 % obj. U dveojndsobné mutanty se dosahuje produk-
ci kolem 18 g.l1-! L-lysinu, u vicenasobné mutanty a%
22g.1-! L-lysinu s konverzemi mezi 29 aZ 32 %. Pribg&h
fermentace L-lysinu v médiich s melasou je zndzornén
obr. 2a a 2b.

Obr. 1a. Pribéh fermetace L-lysinu u vicendsobné mu-
tanty Corynebacterium glutamicumn v médiu s hydroly-
zdatem Skrobu

Obr. 1b. Prabéh fermentace L-lysinu u dvojndsobné mu-
tanty Corynebacterium glutamicum v médu s hydroly-
zdtem 3krobu.

A — lysin (g.l-1), B — pH, € — biomasa (% obj.), D — redukujici
latky (g.1=-1)

Obr. 2a. Priibdh fermentace L-lysinu u vicendsobné mu-
tanty Corynebacterium glutamicum v médiu s melasou

Obr. 2b. Pribeh fermentace L-lysinu u dvojndsobné mu-
tanty Corynebacterium glutamicum v médiu s melasou.
Legenda viz obr. 1

Podobné byla ovérovana produkce L-lysinu u obou pro-
totrofnich kmenti na fermentaénich médiich s obsahem
20 % hm. cukerné §tavy. U dvojndsobné mutanty Coryne-
bacterium glutamicum bylo po 96 hodinach kultivace do-
saZeno produkce 33 g.1-! L-lysinu a u vicenasobné mu-
tanty 42 g.1-1 L-lysinu pfi dosaZeni konverze 22 aZ 28%.
Vysledky téchto pokusii jsou uvedeny na obr. 3a a 3b.

Obr. 3a. Priubéh fermentace L-lysinuy u vicendsobné mutan-
ty Corynebacterium glutamicum v médiu s cukernou 3fd-
vou

Obr. 3b. Prubéh fermentace L-lysinu u dvojndsobné mu-
tanty Corynebacterium glutamicum v médiu s cukernou
3tdvou. Legenda viz obr. 1.

Dale byly provedeny ovéfovaci pokusy s fermentaci
L-lysinu u ob2u prototrofnich kmenf v médiich, ktera ob-
sahovala jako zdroj uhliku hydrolyzaty smrkovych pilin.
Fermentalni postup a kultivaéni podminky byly stejné
jako prFi testovdri skupiny auxotrofné-regulaénich mu-
tant Corynebacterium glutamicum a Brevibacterium fla-
vum, jak bylo popsano v dfivéjsich procesech [9]. Fer-
mentaéni médium obsahovalo kolem 5 % hm. redukuji-
cich latek, dale kukuficny extrakt a mineralni soli.
U dvojndsobné mutanty je dosahovano za standardnich
podminek fermentace produkce 12g.1-! L-lysinu, u vi-
cenasobné mutanty ko'am 14 g.1-! L-lysinu s konverze-
mi 22 aZ 26 %. Pribéh fermentace L-lysinu u obou pro-
totrofnich kment je zn&zorné&n na obr. 4a a 4b. Vysledky
pokusii s prototrofnimi kmeny potvrzuji diive dosaZené
produkce lysinu na médiich s hydrolyzdty dievné hmoty
u auxotrofné-regulaénich mutant Corynebacterium gluta-
micum [10].

Obr. 4 a. Prubéh fermentace L-lysinu u dvojndsobné mu-
tanty Corynebacterium glutamicum na hydrolyzdtech
smrkovych pilin.

Obr. 4b. Prubéh fermentace L-lysinu u vicendsobné mu-
tanty Corynebacterium glutamicum na hydrolyzdtech
smrkovygch pilin. Legenda viz obr. 1.

Studium biosyntézy L-lysinu u prototrofnich kment
Corynebacterium glutamicum potvrdilo moZnost zjedno-
duSeni produkénich meédii s vylou¢enim hydrolyzata
komplexnich dusikatych substratd, které jsou jinak nut-
nou sloZkou médii u auxotrofné-regulacnich producentd
L-lysinu. Prototrofni kmeny Corynebacterium ptedstavujf
perspekt vni skupinu producentd L-lysinu s predpokla-
dem jejich vyuZiti ve vyrobnim méFitku.

Dokonéeni na str. 19
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Smékal, F. — Pelechova, J. — Siriitkov4, E. — Zdanova,
N. — Leonova, T.: Biochemické a produk&ni vlastnosti
kmenii Corynebacterium glutamicum. Kvas. prim. 34,
1988, €. 1, s. 12—19.

Prototrofni kmeny Corynebacterium glutamicum vyu-
Zivaji radu uhlikatych a dusikatych zdroji v semisynte-
tickych fermenta¢nich médiich. Biosyntéza L-lysinu pro-
bihd na nestandardnich zdrojich uhliku, jako hydrolyzatu
Skrobu, melase, cukerné 3$tdvé a hydrolyzatech lignoce-
lulbzovych materidld.

U optimalnich zdroji uhliku se dosahuje za 96 hodin
kultivace 33 aZz 42 g L-lysinu v 1 litru média p¥i stupni
konverze 26 %.

Cmekan, ®. — Tlenexosa, 1. — Cupyukosa, E. —
XKnauosa, H. — JleonoBa, T.: BHOXHMHuecKHe H npo-
AYKTHBHble CBOACTBa WTamMoB Corynebacterium glutam:-
cum. Kpac. npym. 34, 1988, Ne 1, cTp. 12—19.

[TpotoTpodubie wrammsl  Corynebacterium glutamicum
HCNOJB3YIOT PAL YIVICPOJAHCTBIX H a30THCTBIX HCTOYHHKOB

B CEMHCHHTETHUECKHX (DePMEHTALHOHHLIX cpeaax. Buocunres
JI-1M3KHa NpOTeKaeT Ha HECTAHAAPTHBIX HCTOYHHKAX YIJe-
PO1a, Kak THAPOJH3AaTe KpaxmaJa, mesaacce, caXxapHoM CoOKe
H THLPOJH3ATaxX JHTHOLE/NTH/IO3HLIX MaTepHaaoB. B cayuae
ONTHMAJbHBIX HCTOYHHKOB YIVIEPOAa JAOCTHTAeTCH B TeUeHHe
96 uacos kyabTuBHpoBanus 33 -42 r Jl-imsuna B 1 autpe
Cpeilbl MPH cTeneHH Kousepcnn 26 %.

Smékal, F. — Pelechov4, ]J. — Siriitkova, E. — Zdanova,
N. — Leonova, T.: Biochemical and Production Properties
of Corynebacterium glutamicum Strains. Kvas. prim. 34,
1988, No. 1, pp. 12—19.

Prototroph strains of Corynebacterium glutamicum uti-
lize many of carbon- and nitrogen-sources from semisyn-
thetic fermentation media. The L-lysine biosynthesis is
also achieved on non-standard carbon sources such as
are starch hydrolyzate, molasses, thick juice and hydro-
lyzates of lignocellulose. Using optimum carbon sources,
the L-lysine concentration of 33-42 g.1-! with the con-
version degree of 26 % during the 96 hours of the culti-
vation is achieved.

Smékal, F. — Pelechova, J. — Siriitkova, E. — Zdanova,
N. — Leonova, T.: Biochemische und Produktionseigen-
schaften der Stimme Corynebacterinm glutamicum. Kvas
prim. 34, 1988, Nr. 1, S. 12—19.

Die prototrophen Stamme Corynebacterium glutamicum
niitzen eine Reihe von Kohlenstoff und Stickstoffhaltigen
Quellen in semisynthet'schen Fermentationsmedien aus.
Die Biosynthese des L-lysins verlduft auf nichtstandarden
Kohlenstoffquellen wie Stdrkehydrolysat, Melasse, Zuc-
kersaft, Hydrolysate von Lignozellulose-Materialen.

Bei den optimalen Kohlenstoffquellen wird nach 9€
Stunden Kultivation eine Ausbeute von 33 bis 42 g
L-lysin in 1 Liter des Med ums bei einem Konversions-
grad von 26 % erzielt.



