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Vyndlez se tyké zplsobu fermenta®ni p¥ipravy kyseliny L-asparagové anebo L-glutemové
produk&nfmi kmeny mikroorganismi Corynebacterium glutamicum nebo Brevibacterium flawim,
standardnd produkujfcimi L-lysin, pokud msjf v médiu k dispozici homoserin a leucin, po-
pr{pad¥ dal3f aminokyseliny a které jsou sou¥asn& rezistentnf k n¥kterym anelogim L~lyei-
nu, nap¥fkled S-aminoethyl-L-cysteinu. Tyto mikroorganismy produkujf za standardmich pod-
minek l-lysin. Plsobenim n¥kterych antibiotik, kteréd jsou pF¥idédvéna v limitovaném mno¥stv{
do média v réstové fézi kultury, dochéz{ k inhibicl syntézy L-lysinu. Za takto upravenych
podminek Rultivace je asimilovatelny zdroj uhliku konvertovén na jiné aminokyseliny, zej-
ména kyselinu L-asparagovou a kyselinu L-glutamovou nebo Jjejich sm¥s, které Jsou uvolnovény
z bun¥k do prost¥edi. Hromadéni kyseliny L-asparagové probihé zie jm& v disledku inhibice
nékteré z enzymatickych reakef v blosyntetické dfdze L-lysinu a akumulace kyseliny L-gluta-
mové Je vézéna ne intenzivn{ transaminaci mezi'kyselinou L-asparagovou a alfa-ketoglutarovou.
Vznike jfcf kyselina oxaloctovéd se miZe ddle zapojovat do reakecf Krebsova cyklu.

Na 2z4klad¥ uvedenych poznatkl byl vypracovén zplsob fermentaénf p¥ipravy kyseliny L-aspa-
ragové nebo L-glutemové produkénimi kmeny mikroorganismi Corynebacterium glutamicum nebo
Brevibacterium flavum, standardnd produkujfcimi L-lysin, kultivecf v tekuté Zivné pld¥;,
obsahujic! zdroje asimilovatelného uhlfku a dusfku, minerdlnf Zivné soli, vitaminy a jiné
biofaktory, za submerznich podmfnek, podle vyndlezu, jehoZ podstata spoli{vé v tom, %e se do
%ivné pldy priddvé v pribZhu rdstové féze mikroorganismu antibiotikum peptidového charakte-
rtyg:nicilinu G nebo jeho polysynteticky derivét typu cefalexinu, v mno¥stv{ 5 a% 50 yg/ml
¥ivné pidy, s vyhodou 10 wg/ml.,

Uvedend antibiotike se mohou jako "biotinové reguldtory" viznamn& uplatnovet p¥i stimulaci
produkce L-lysinu u vy3e uvedengch produkZnfch kment Corynebacterium glutamicum a Brevibacteriuu
flavum, jsou-1l1 dévkovéna do fermentadnfho média v produkint fézi, t.j. po ukonlenf{ rdstu mi-
kroorganismi. Podobny efekt peptidovych antibiotik na produkei kyseliny L-glutemové u Brevi-
bacterium lactofermentum 5e zném, nap¥fklad z japonského pat.spisu &, 7 917 183,

Kyselina L-asparagové je aminokyseliny, které se obvykle p¥ipravuje enzymaticky, a to pi-
sobenim enzymu L-aspartdzy z mikroorganismu Escherichies coli nebo 2z jinfch mikroorganisadl,
béotransformaci kyseliny fumerové v p¥{itomnosti amonnfch iontd. Tento zplsob vfyroby kyseliny
Li-asparagové je realizovatelny v firlimyslovém m&¥{tku, jeho ekonomika je v3ak 1imitovéna dos-
tupnost{ vychoz{ kyseliny fumarové.

‘ Kyselina L-glutamovd se pripravuje vfhradn& fermentadnim zpisobem pomoci kmend Corynebac-
terium nebo Brevibacterium s poulitim %ivnfch médif obsahujfcich jeko zdroje asimilovatelného
d@liku glukosu, fepnou nebo t¥tinovou melasu apod. Jednoduchy biosynteticky postup umo¥nu je
%2 5C% konﬁerzi uhl{katého zdroje. Ddle byly popsény fermentalni postupy p¥ipravy kyseliny
%—glutamové v %ivnfch piddch na bdzi néhradnfch uhlfkatfch surovin, jako je kyselina octové,
éthanol, linedrnf uhlovodiky a dal¥f{ uhlikaté substréty.

Zpisob fermenta¥n{ p¥ipravy kyseliny L-asparagové nebo L~glutamové podle vynélezu pomoci
nikroorganismdy, které produkuji za standardnfch podmfnek L-lysin, indukoveny p¥fdavkem limie
tovaného minim4lnfho mnoZstvi peptidovych antibiotik, nebyl dosud v literatuie popsén. Je
vhodny piredeviim tim, %e nepot¥ebuje %édnou zvlé3tni dpravu produk¥nfch kmend a fermentadnf

technologie.
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Kyselina L-asparsgovéd a L-glutamov4 slou?f jako souddst 14&iv e vyzmend vychozd
produkty syntézy peptidd.
Bl1i%235{ podrobnosti zplsobu podle vyndlezu jsou uvedeny v nédsledujicich p¥fkladech

provedeni, které tento zplsob pouze ilustrujf, ale nijak neomezuj{i.

P¥fkled 1

Kmenem Cprynebacterium glutamicum, ktery vyZaduje k ristu homoserin a leucin &
kxtery je soulasn® rezistentnf vi&i S-aminoethyl-L-cysteinu, se zaoZkuje 50 ml inokulad-
niho média, umfst¥ného v 500 ml varné banice, je% mé toto sloZenf: sacharosa technické
30 g, octan sodn§ kryst., 20 g, kukurifny extrakt (60 % hmot. su3iny) 30 g, destilovand
voda do 1 0CO ml, pH médis po sterilizaci je 7,0 a% 7,2. Po zaofkovéni se déle kdltivu-
je na rota&n{ t¥epalce (240 ot) (min) pP¥i teplot& A9 °C po dobu 18 h; pH kultury :z¢ do-
séhne hodnoty kolem 7,5.

Vyrostlou kulturou se v mnoZstvi 10 % obj. zaofkuje 20 ml fermentaXnfho média, u-
mist&mého v 500 ml varné bance, jei mé toto elo¥en{: sacharosa technické 18C g, hydro-
1yz4t ara¥idové mouky 300 ml, kukufiln§ extrakt (60 % hmot. su¥iny) 10 g, siran amonn*
kryst. 1C g, fosforelnsn draselny sekundérn{ 1 g, sfran hotelnaty¢ kryst. 0,1 g, uhli-
titan vépenat¥ mlety 30 g, destilovend voda do } 000 ml, pH média po sterilizaci jJe
6,8 az 7,0. Kultivace probfhé za stejnych podminek jako vySe. Po 12 hodinéch se do mé-
dia pridé roztok cefalexinu do koncentrace 10 yg/ml. V pribZhu kultivace se upravuje
pH kultury 10% vodnym roztokem &pavku na hodnotu pH 7,0 a% 7,2. Po 72 hodinéch kultiva-
ce se biomasa odsttedf @ v supernatantu se prokazuj{ kvantitativn® jednotlivé aminoky-

seliny, ddle mnoZstvi L-lysinu, kyseliny L-asparagové a kyseliny L-glutamové.

V¢sledky jsou uvedeny v tabulce 1:

aminokyselina/g/litr/ kontrola cefalexin
lyein 22,8 8,0
kyselina asparagové 0,7 12,0
glycin 0,5 0,6
xyselina glutsmové ' 1,0 2,4
alanin 3,2 2,7
valin 1,2 0,5
fenylalanin 0,2 0,2
leucin a isoleucin 0,2 0,2

Jak z této tabulky vyplyvé, umo2nu je uvedenj fermentan{ postup u ¥mene Corynebacte-
rium glutamicum dosa¥enf produkce kyseliny 1-asparagové v mnoZstvi 12 g/litr fermentaZ-
niho média za 72 h kultivace.

Pr{kled 2
Stejnym kmenem jako v p¥fkladu 1 se ve stejném inokule¥nfm médiu p¥ipravi inokulum

a ziskanym inokulem se zaotkuje fermentadni pida rovné? stejného sloZenf. Rozdfl spo-
g{vé v tom, %e se po 12 hodinéch kultivace pridd do fermentalnicl ban¥k roztok peni-~
cilinu G do koncentrace 10 yg/ml. Po 72 h kultivace se obdobné jako v p¥ikladu 1 sta-

novi obssh jednotlivych aminokyselin v supernatantu.
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Vieledky Jjsou uvedeny v tabulce 2:

aminokyselina kontrola penicilin G
/g/1itr/

lysin 22,5 5,9
k&selina asparagové 0,8 7,2
glycin 0,8 0,2
kyselina glutamovéd 0,2 15,5'
alanin 3,8 3,0
valin 1,8 1,2
fenylalanin stopy 0,2
leusin & isoleucin 0,2 0,2 -

i Jak z této tabulky vyplyvé, umoZnuje uvedeny fermentainf postup u kmene Corynebacte-
rium glutamicum dosa¥enf produkce kyseliny L-asparsgové 7 g/litr = kyseliny L-glutamo-
vé kolem 15 g/litr fermentadnfho média za 72 h kultivace.

P¥f{klad 3 _

Produk®nim kmenem Brevibacterium flavum, ktery vyZaduje k ristu homoserin a déle
je rezistentn{ vi¥%i analogu L-lyeinu, se stejnym postupem jako v p¥ikladu 1 pFiprav{
inokulum, kterym se zaoXkuje fermentadni pida stejného sloZenf. P¥i dal¥%{fm postupu
se po 12 h kultivace p¥idé do.média bud penicilin G nebo cefalexin, 8 to ve stejném
mnoZstv{ jako v p¥fkladu 1 nebo 2. Po 72 h kultivace se obdobn& jeko v p¥ikladu 1 stanov{
obseh Jjednotlivgfeh aminokyselin.

V¥sledky jsou uvedeny v tabulce 3:

aminokyseling . Penicilin G Cefalexin
/g/1itr/
lysin 5,5 2,2
kyselina asparagové 0,2 0,2
glycin 0,2 0,2
kyselina glutumové 13,0 9,0
alanin 1,0 : 1,6
valin 1,3 0,7
leucin a isoleucin 0,1 0,2

Jak z této tabulky vyplyvé, vyznafuje se kmen Brevibacterium flavum tim,Ze pec apli-
kaci antibiotik produkdje pouze kyselinu L-glutamdvou, a to v mnoZstvi 9 a% 13 g/litr
fermentatnfho média za 72 h kultivace.

PREDMET VYNKLEZU

Zplscb fermenta¥ni prfpravy kyseliny L-~asparagové a nebo kyseliny IL-glutemové
produkénimi kmeny mikroorganismd Corynebacterium glutamicum nebo Brevibacterium
flavum, standardn¥ produkujfcimi l-lysin, kultivacf c tekuté fivné pld&, obsahujict
zdroje asimilovatelnédho uhlfku & dusfiku, minerdln{ %ivné soli,yitaminy a jiné biofakto-
ry, za submerznfch podminek, vyznalujfcf se tim, %e se do %#ivné plidy pifidévéd v prib&hu
ristové f4ze mikroorganismu antibiotikum peptidového charakteru typu penicilinu G
nebo jeho polosynteticky derivét typu cefalexinu, v mnostvei 5 a% 50 yg/,1 %ivné pidy,

s vfhodou 10 yg/ml,
Vytiskly Moravské tiskaiské zavody,
nraovoz 12 Leninova 21. Olomouc

Cena: 240 K&s
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