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Vyndlez se tykd kmene mikroorgenismu Pseudomonas sp. CCM 3 443 a jeho vyufitl pro enzy-
movou vyrobu L-lysinu racemizaci D-alfa-amino-epsilon~-kaprolaktamu.

Proces pripravy L-lysinu z D,L-alfe-amino-epsilon-kaprolaektamu (ddle jen D,L-AKL) byl
vyvinut na zékledd izolace a vyuZiti kvasinek z rodd Candida, Cryptococcus a Trichosporon,
hydrolyzujicich L-alfa-amino~epsilon-kaprolaktam (ddle jen L-AKL) na L-lysin, a baktérii
z rodd Achromobacter, Alcaligenes a Flevobacterium, racemizujficich D-alfa~amino-epsilon-
-kaprolsktam (déle jen D-AKL) na jeho L-izomer, ktery je enzymové hydrolyzovatelny za vzni-
¥u L-lysinu, co% je dokumentovdno v japonskych patentovych spisech &. 7 415 795, 7 425 190,
7 462 589, 7 328 679, britskych patentovych spisech &. 1 334 970 a | 352 860, v SRN paten-
tovém spise &, 2 157 171 a franc. patentovém spise &. 2 114 862. \

Kmeny pou¥ité pro proces racemizace byly taxonomicky identifikovény jako Achromobacter
cycloclastes FERM-P 772, FERM-P 780 a IAM 1 013, Achromobacter obae sp. FERM-P 776, Flavo-
bacterium arborescens FERM-P 177 a Alcaligenes faecalis FERM-P 778 citovené rody a kmeny
jsou predm¥tem patentové ochrany v uvedenych patentovych spisech.

Predm&tny vyndlez se tyké nového kmene, ktery byl izolovén z piirody (z ornice) a sys-
tematicky (texonomicky) nepatfi mezi uvedené rody mikroorgenismi, které jsou predm¥tem pa-
tentové ochraeny v uvedenych patentovych spisech; navic tento novy izoldt, identifikovany
jako Pseudomonas sp. & podrobeny mutagenezi, vykazuje podstaetn? vfhodn&jsi vlastnosti pii
vyu#iti pro enzymovou p¥ipravu L-lysinu 2z D,L-AKL, spolivajici zejména ve zvy¥Sené produkci
bun¥®né hmoty a vys881{ rychlosti a uplnosti konverze.

Kmen byl ziskén na zdklad® rozsdhlého screeningu z p¥irody izolovenych mikrobidlnich
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kmen& schopnych ristu na D,L-AKL jako jediném zdroji uhliku a dusiku s podroben selekci

v médiu obsahujici L-lysin, ktery slouZil jeko hlavni zdroj uhliku a dusiku. Ziskany kmen

byl ddle podroben mutagenezi a izoldt s nejrychlejsim ristem v médiu obsshujicim L-lysin,

vykazoval nejvy33i aktivitu D,L-~AKL-racemdzy a intenzivni rGst se zvyfenou produkci bun&&-
né hmoty v médiich obsahujicich D,L-~AKL jako ihduktor syntézy racemdzy.

V ndsledujicim schématu jsou uvedeny charakteristiky mutantniho kmene Pseudomonas sp.
CCM 3 443.
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11. Skrob: nehydrolyzovan

12. Ox-Ferm-test: Zédné zmény a Zdédny rast
za anaerobnich podminek

13. Utilizace C-zdrojd: glycerol a acetdt utilizovén
etanol, propiondt, citrédt
neutilizovén

14. Fermentace cukra: gluké;a, sachardza, laktoza,

: rafinoza, mannit bez kyselin

a plynd

15, Citlivost na antibioctike: penicilin a sireptomycin
resistentni, tetracyklin
senzitivni

n, Utilizace D a Leaminoknorolakiamu: utilizovén jako jediny zdroj

uhliku a dusiku

B Sdra i izolovén z ornice

Fonsany kmen nrodukuje racvemies D,L-AKL, prokdzanou ubytkem optické otddivosti roztoku
L-&ki, n ve smdsi s producentem (-AK. hydrolédzy umo¥nuje 100% konverze D,L-AKL na L-lysin.

Vynilez je tedy vyznaden mutantnim kmenem mikroorganismu Pseudomonas sp. CCM 3 443,
vyuzitelnym pro enzymovou vyrobu L-lysinu a syntetizujfcim specifickou racemdzu D,L-alfa-
-amino=-ensilon-kaprolaktamu.

Aktivita D,L-AKL-racemdzy byla zjiZlovéna zm¥nou optické otdé&ivosti 5% (hmota/objem)
vodného roztoku L-AKL-HCL upraveného zifed¥nym roztokem KCH na hodnotu pH 8,0 po tificeti-
minutové inkubaci bun&&né suspenze Pseudomonas sp. pfi 37 9C. Aktivita L-AKL hydroldzy by-
la zjidlovéna z prirtstkd koncentraci L-lysinu po desetiminutové inkubaci bun&iné suspenze
Cryptococcus sp. VUAB 440 v 2,5% (hmots/objem) vodném roztoku L-AKL-HCL, jehoZ pH bylo
upraveno zifed&nym roztokem KOH na hodnotu pH 7,5 pri 37 °C. U¢innost enzymové konverze
razné koncentrovanych vodnych roztokd D,L-AKL, které obsahovaly nativni bufky nebo aceto-
nem odetfené bunky obou zminénych producentd byla méfena chromatografii na tenké vrstivé
s densitometrickym vyhoanocenim prirdstki koncentraci L-lysinu a ubytku D,L-AKL a menomet-
ricky pomoc{ surovéno enzymového preparaiu L-lysin-dekarboxylézy pripraveného z Mycobacte-
rium sp.

Bnzymové a dalsi vyhodnéd vlasinosti piedméinéno kmene a postup vyroby L-lysinu pomoci
tohoto kmene ve smési 3 producentem hydrolszy Je ddle dokumentovén v prikladech provedeni,
aniZz se Jjimli omezuje.

Priklad i

Kmen mikroorganismu Pseudomonas sp. byl ziskén 2 pPirody izolaci z filtrdtu ornice
suspendovené ve fyziologickém roztoku, jimz byla ofkovéna Zivnd p&da obsahujici 0,5 % L-AKL,
0,2 % KHpPCy, 0,003 % Fes0y . 7 Hp0, 0,02 % MnCl, . 2 H0, 0,05 % MgSC, . 7 Hp0, 0,05 %
kvasni&ného extraktu. Narostld suspenze byla po nared&ni vyseta na pevnou Zivnou pidu stej-
ného slozeni, kde kvasnidny extrakt byl nahrazen 0,5 % L-AKL a sm&si vitamind. Homogenni
kultura kmene byla vyseta na Zivnou padu stejného sloZeni, av3ak namisto 0,5 % L-AKL obsa-
hovala tato plda stejnou koncentraci D-~AKL. Z této Zivné pGdy byla monokoloniova kultura
podrobena mutagennimu zdsahu (10 ml vodné suspenze bunék v fedéni 106 a% 108 na Petriho
misce o pram&ru 8 cm podrobeno zdfeni UV germicidni lampy 42 W ve vzddlenosti 20 cm, 20
sekund; suspenze po mutagenezi byla vyseta na pevnou Zivnou pddu stejného sloZeni, kterd
v3ak namisto D- nebo L-AKL obsahovala 0,5 % L-lysinu. Z uvedené Zivné pddy byla vyolkovana
nejvétdi kolonie, z které byla pifipravena homogenni kultura, pasdiovend na masopeptonovych
zivnych sgarech, o ddle potom konzervovéna lyofilizaci.

Vyoékovana konzerva popsanym zpisobem ziskaného kmene Pseudomonas sp. byla kultivovéna
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v .10 litrech tekuté %ivné pidy obsehujfci | % sacharézy, 0,5 % D,L-AKL, 0,05 % kvasniného
extraktu, 0,05 % kuku*i¥ného extraktu, 0,79 % KoHPO,, 0,36 % KHpoPO4, 0,002 % MnCly . 5 Hp0,
0,05 % MgSO4 . 7 Hz0 a filtrét 1% suspenze aradidové mouky; pH média bylo 7,2, kultivace
probilhala ve dvacetilitrovém fermentainim tanku z nerezové oceli submersni kultivaci za
michdni 350 ot./min a vzdusnéni 0,4 obj. vzduchu/min 20 hodin pfi teplot& 29 °C. Za popsa-
nych podminek bylo ziskéno 350 g vihké bund&né pasty uvedeného produk¥nfiho kmene.

K diikazu stereospecifické racemizace AKL byl pouZit vidy jeden z optickych antipodd,
a to zprvu L-AKL . HC1l ndsledujicim zplsobem: 5 g vlhké hmoty popsanym zpisobem ziskanych
a vyrostlych nativnich bun¥k Pseudomonas sp. bylo suspendovéno v 50 ml vody, 5 g L-AKL .
+ HC1l bylo rozpudténo v cca 25 ml vody, pH v suspenzi bunZk a roztoku IL-AKL . HC1 bylo
upraveno zred&nym roztokem KOH za michédni na hodnotu 8,0 a poté ob¥ &dsti vytemperovény
ne teplotu 37 °C. Po vytemperovdni suspenze a roztoku L-AKL byly ob& sloZky slity'a ihned
doplnény vodou na celkovy objem 100 ml. Sm&s byla nepretrfit¥ michéna p¥i teplot® 37 ©oC
5 hodin. Po této dob¥ byly bunky odstled¥ny a m&fena optickd otd¥ivost supernatantu na
spektropolarimetru. Optickd oté¥ivost vychoziho roztoku klesla na hodnotu odpovidajici
100% racemizaci L-AKL na D,L-AKL. Tento proces byl opakovén i s druhym opticlgm entipoden,
tj. D-AKL . HCl, za stejnych podminek a se stejnym vysledkem.

P¥r{iklad 2

Pro dikaz kompletni konverze D,L~AKL na L-lysin byla pripravena sm&s producentd obou
enzymi, AKL-racemdzy a AKL-hydroldzy.

Buﬁky Pseudomones sp. s racemdzovou aktivitou byly ptipraveny stejnym zpisobem, jak
uvedeno v prikladu 1. Buiiky Cryptocoscus sp. VUAB 440 s L-AKL hydroldzovou aktivitou byly
pfipreveny ndsledujicim zpisobem: Kmen Cryptococcus sp. byl kultivovén v 10 1 tekuté Zivné
pidy obsahujici 0,5 % sechardzy, 2,0 % D,L-AKL, 0,5 % kvasni¥ného extraktu, 0,95 % KyHPO,,
0,2 % KHoPO4, 0,02 % MnCl, . 5 H0, 0,05 % MgSO4 . T Hp0; pH média bylo 7,5, kultivace
probihala ve dvacetilitrovém fermentadnim tanku z nerezové oceli submerzni kultivaci za
michéni 350 ot./min a vzdudnéni 0,3 obj. vzduchu/min pfi teplotZ 29 9C, Za popsanych pod-
minek bylo zfskéno 500 g vlhké bunZéné pasty producenta L-AKL-hydroldzy.

Uplnd konverze D,L-AKL na L-lysin byla provedena nédsledujicim zpisobem. Reakdni smis
obsahovala 250 g vlhké hmoty (50 mg/ml) Pseudomonas sp. a 125 g vlhké hmoty bun&k (25 mg/ml)
Cryptococcus sp. VUAB 440 a 500 g D,L-AKL-HC1 (608 mmol) v celkovém, vodou doplnéném obje-
mu 5 litrd a pH reekini sm&si upravené zredEnym KOH na hodnotu 8,0. Reakdni sm&s byla mi-
chéna p¥i teplot® 40 °C nepfetr¥it¥ 10 hodin, Po této dobs bylo v reakdni sm&si zjiit&no
124 mg L-lysinu-HCl/ml, tj. 608 mmol L-lysinu, cof odpovidd vyt&Zku 620 g L-lysinu mono-
chloridu, tj. 100% konverzi D,L-aminokeprolaktamu na L-lysin.

P¥{i{klad 3
25 g nativnich bunék (vlhké bun&&né pasty) Pseudomonas sp., ziskenych, jak je uvedeno
v p¥ikladu 1, bylo oSetfeno za chladu acetonem a bylo zfskdno 3,87 g suché hmoty tohoto

producenta.

20 g vlhké pasty Cryptococcus sp. VOUAB 440, ziskanych, Jak je uvedeno v pikladu 2,
.bylo oSetfeno za chladu acetonem a bylo ziskéno 3,11 g suché hmoty tohoto producenta.

S acetonem oSetfenymi bunkami producentd obou '‘enzymd byla provedena kompletni konver-
ze D,L-AKL na L-lysin takto: |

Reakéni sm¥s obsahovala 1,5 g (15 mg/ml acetonové sudiny) Pseudomonas sp., 0,4 g
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(4 mg/ml acetonové suSiny) Cryptococcus sp. VOUAB 440, 10 g D,L-AKL-HC1 (608 mmol) a vodu
v celkovém objemu 100 ml; pH reakni sm&si bylo upraveno zfed&nym roztokem KOH na hodnotu
8,0. Reakdni smés byla nepretrZitd michéna po dobu 9 hodin p¥i teploté 40 °C. Po této dobé
byl z reakdni smdsi ziskén roztok obsahujici 124 mg L-lysinu . HCl/ml (608 mmol), co% od-
povidd 100% konverzi D,L-eminokaprolaktemu na L-lysin.

Pr{klad 4

Nativni bunky Pseudomonas sp., které vyrostly za podminek, jak uvedeno v piikladu 1
a nativni bunky Cryptococcus sp. VUAB 440, které vyrostly, jak je uvedeno v pfikladu 2,
_ byly suspendovény v deminerslizovené vods v pom¥ru 75 mg/ml vlihké hmoty producenta racemé-
2y a 25 mg/ml vlihké hmoty producenta hydroldzy do 20% roztoku D,L-AKL , HC1 (20 g/100 ml,
tj. 1 216 mmol); pH reakini sm¥si bylo upraveno z¥edénym roztokem KOH ne hodnotu 8,0 a smds
byla nepfetr#it® michéna po dobu 28 hodin p¥i 40 °C. Z reak®ni smési byl ziskén roztok ob-
sehujfci 220 mg L-lysinu . HCl/ml (1 205 mmol), co¥ odpovidd 99,2 % konverzi 20% roztoku
D,L-eminokaprolaktemu na L-lysin.

" PREDMET VIYINALEZU

Kmen mikroorgenismu Pseudomonas sp. CCM 3 443 s racemdzovou aktivitou D,L-alfa-amino-
-epsilon-kaprolaktemu pro vyrobu L-lysinu.

Severografia, n. p.. 2évod 7, Most



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

