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L-lysine biosynthesis

S u m m a r y

Amino acid fermentation has grown into a global industry. Market develop-
ment has been particularly dynamic for the flavor-enhancer glutamate and ani-
mal feed amino acids: L-lysine, DL-methionine, L-threonine, and L-tryptophan.
These amino acids are manufactured using high performance Corynebacterium

glutamicum. Production strains have been traditionally constructed by repeating
random mutation and selection. This classical method has generated a variety
of mutation, such as auxotrophs, analog-resistant mutants and transport mu-
tants. The complete genome sequence of the wild-type strain of C. glutamicum

has been established and analysed to improve the understending of the molecu-
lar biology and physiology of this organism. A novel methodology that merges
genomics with classical strains improvement has been developed and applied
for the reconstruction of classicaly derived production strains. In addition, mod-
ern technologies such as metabolic flux analysis and metabolic control analysis
have enabled quantification of carbon fluxes. The fundamental information ob-
tained has been the basis for further strain improvement.
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1. Wstêp

Aminokwasy reprezentuj¹ wa¿n¹ grupê pierwotnych metabo-
litów, stosowanych w przemyœle spo¿ywczym, paszowym, far-
maceutycznym, kosmetycznym i chemicznym. Wartoœæ ich sprze-
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da¿y przekroczy³a w 2004 r. cztery i pó³ miliarda dolarów i wykazuje sta³¹ tendencjê
wzrostow¹, wynosz¹c¹ 5-10% rocznie (1).

Aktualna œwiatowa produkcja L-aminokwasów znacznie przekracza 2 mln
ton/rok. Wykorzystuje siê mikrobiologiczn¹ syntezê przy udziale rosn¹cych komó-
rek szczepów produkcyjnych, a tak¿e metodê syntezy enzymatycznej b¹dŸ chemicz-
nej. Metod¹ enzymatyczn¹ otrzymuje siê przede wszystkim kwas L-asparaginowy
(w reakcji aminacji kwasu fumarowego katalizowanej przez amoniako-liazê L-aspa-
raginianu) oraz tryptofan z seryny i indolu (2). Synteza chemiczna pozwala otrzymaæ
wy³¹cznie formy DL-aminokwasów, co stwarza problem rozdzia³u powsta³ej miesza-
niny do enancjomerów. Znalaz³a ona zastosowanie g³ównie w produkcji DL-metioni-
ny (350 tys. ton/rok). Najpowszechniej stosowanym sposobem otrzymywania amino-
kwasów jest mikrobiologiczna synteza. W grupie aminokwasów syntetyzowanych t¹
metod¹ pierwsze miejsce zajmuje kwas L-glutaminowy (1,5 mln ton rocznie), kolej-
ne przypada L-lizynie (850 tys. ton rocznie) (1).

G³ównym odbiorc¹ kwasu L-glutaminowego jest przemys³ spo¿ywczy. Glutaminian
sodu, dodawany do ró¿nych produktów w iloœci 0,1-0,4%, wzmaga ich smakowitoœæ,
a sam wywo³uje wra¿enie smakowe okreœlone jako umami. Innymi przyk³adami ami-
nokwasów stosowanych w przemyœle spo¿ywczym s¹ L-asparaginian i L-fenyloalanina,
produkowane w iloœci oko³o 10 tys. ton/rok i u¿ywane do produkcji s³odziku (asparta-
mu) oraz L-glicyna, dodawana do niego w celu zamaskowania posmaku sacharyny.

Dominuj¹cym aminokwasem, wykorzystywanym przez przemys³ paszowy jest
L-lizyna. Wynika to z faktu, ¿e lizyna jest aminokwasem ograniczaj¹cym wartoœæ
biologiczn¹ wielu bia³ek roœlinnych, np. pszenicy, kukurydzy (3). Jej niedobór
w po¿ywieniu powoduje, m.in., zahamowanie wzrostu zwierz¹t hodowlanych, zanik
miêœni, zak³ócenie biosyntezy bia³ek, odwapnienie koœci. Dodawanie L-lizyny do pa-
szy zwierz¹t (0,1-0,4%) poprawia wykorzystanie bia³ka paszowego, co przynosi wy-
mierne korzyœci ekonomiczne. Wzrastaj¹ce pog³owie zwierz¹t hodowlanych (byd³a,
œwiñ i drobiu) i stosunkowo niska cena handlowych preparatów L-lizyny zwiêkszaj¹
zainteresowanie tym aminokwasem: w ci¹gu dwóch ostatnich dekad, œwiatowy po-
pyt na L-lizynê wzrós³ niemal 20 razy, do poziomu 850 tys. ton w 2005 r. (1).

Pasze zwierz¹t, oprócz L-lizyny, uzupe³niane s¹ tak¿e w DL-metioninê i L-treoni-
nê. Œwiatow¹, roczn¹ produkcjê L-treoniny szacuje siê na 15 tysiêcy ton.

Przemys³ farmaceutyczny wykorzystuje L-aminokwasy g³ównie jako sk³adniki p³y-
nów fizjologicznych. Niektóre aminokwasy s¹ stosowane bezpoœrednio w lecznic-
twie, np. L-tryptofan jest œrodkiem przeciwdepresyjnym. Aminokwasy pe³ni¹ ponad-
to rolê substratów w syntezach rozmaitych leków, s¹ sk³adnikami kosmetyków, past
do zêbów, szamponów i detergentów.

Powszechnie znanymi producentami aminokwasów s¹ firmy japoñskie (Ajinomo-
to Kyowa Hakko), koreañskie (Cheil-Jedang), amerykañskie (Archer Daniels Midland
– ADM), chiñskie (Global BioChem) i niemieckie (Degussa i BASF) (1). Wa¿nymi do-
stawcami kwasu L-glutaminowego s¹ przedsiêbiorstwa azjatyckie (Chiny, Tajlandia),
natomiast 1

3 œwiatowej produkcji L-lizyny skoncentrowana jest w USA.
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2. Charakterystyka szczepów lizynotwórczych

Najczêœciej do syntezy L-lizyny wykorzystywane s¹ bakterie Corynebacterium

glutamicum. Stosowana dotychczas nazwa rodzajowa Brevibacterium funkcjonuje ze
wzglêdów historycznych, formalnie jest to rodzaj Corynebacterium (4).

Komórki C. glutamicum maj¹ charakterystyczny kszta³t maczugi (coryne); w czê-
œci biegunowej komórki znajduj¹ siê ziarnistoœci metachromatyczne powoduj¹ce,
¿e ta czêœæ jest szersza od pozosta³ej (5). Charakterystyczn¹ cech¹ morfologiczn¹
Corynebacterium jest zdolnoœæ do tworzenia form pleomorficznych, a ze wzglêdu na
specyfikê podzia³u poprzecznego komórek (komórki potomne pozostaj¹ „przegu-
bowo” po³¹czone za pomoc¹ nieuszkodzonej czêœci zewnêtrznej œciany komórko-
wej – ang. snapping division), powstaj¹ formy ,,v”. Bakterie te w bogatych w sk³adni-
ki pokarmowe, p³ynnych pod³o¿ach wystêpuj¹ w formach diploidalnych o wymia-
rach 0,5-1,0 �m, natomiast na pod³o¿u sta³ym – w postaci nitkowanych pa³eczek
o d³ugoœci 1,5-5 �m. S¹ one gramdodatnie, nie wytwarzaj¹ przetrwalników i nie wy-
kazuj¹ zdolnoœci do ruchu. Komórki C. glutamicum wyró¿niaj¹ siê obecnoœci¹ unika-
towej warstwy lipidowej, otaczaj¹cej membranê cytoplazmatyczn¹. Warstwa ta za-
wiera rozga³êzione 3-hydroksykwasy t³uszczowe – kwasy mikolinowe i mo¿e wp³ywaæ
na przepuszczalnoœæ œciany (6). DNA C. glutamicum zawiera 53-55% G + C. Bakterie
te mog¹ rosn¹æ tak w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych. S¹ to mezofile,
optymalna temperatura dla ich wzrostu wynosi 28-30°C. Zalecanymi Ÿród³ami wêgla
dla hodowli C. glutamicum s¹ wêglowodany takie jak: sacharoza, glukoza, fruktoza.
Bakterie te utylizuj¹ tak¿e kwasy organiczne i alkohole, natomiast nie hydrolizuj¹
skrobi i celulozy. �ród³ami azotu mog¹ byæ dla nich ró¿ne nieorganiczne i organicz-
ne zwi¹zki: mocznik, amoniak lub sole amonowe, peptony, hydrolizaty bia³ek (np.
kazeiny, nasion soi), kiszonki rybne. Szczepy Corynebacterium nie wykazuj¹ aktywno-
œci proteolitycznej. S¹ one aukstrofami wzglêdem biotyny, niektóre wymagaj¹ do
wzrostu dodatkowo tiaminy. Wspóln¹ cech¹ Corynebacterium jest zdolnoœæ do sekre-
cji kwasu glutaminowego, która jest podstaw¹ do nazwania tych drobnoustrojów
„bakteriami glutaminianotwórczymi” (5). Sekrecja aminokwasu zachodzi wy³¹cznie
przy niskim stê¿eniu biotyny (ok. 2,5 �g × dm-3), natomiast przy wysokim inicjuje j¹
dodatek œrodka powierzchniowo czynnego (np. Tweenu 80) lub antybiotyku (np. pe-
nicyliny).

3. Synteza L-lizyny przez Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum, podobnie jak inne bakterie, syntetyzuj¹ L-lizynê, a tak¿e L-treoni-
nê, L-metioninê i L-izoleucynê z kwasu L-asparaginowego (rys. 1). Pierwszym wspól-
nym enzymem w syntezie tych aminokwasów jest kinaza asparaginianowa [EC
2.7.2.4], której aktywnoœæ jest allosterycznie hamowana przez dwa efektory: L-lizy-
nê i L-treoninê (5). Warunkiem uruchomienia mechanizmu kontrolnego kinazy aspa-
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Rys. 1. Biosynteza L-lizyny przez Corynebacterium glutamicum (33,34). – blokada metaboliczna u mu-
tantów auksotroficznych; X blokada systemu kontroli aktywnoœci enzymu u mutantów regulatorowych
AECr (opornych na analog L-lizyny- S-(2-aminoetylo)-L-cysteinê), dapD, dapC, dapE, dapF – geny N-sukcy-
nylotransferazy tetrahydrodipikolinianowej, transaminazy sukcynylodiaminopimelinianowej, desukcy-
nylazy sukcynylo-diaminopimelinianowej, epimerazy diaminopimelinianowej, ddh – gen dehydrogena-
zy diaminopimelinianowej, lysE, lysG, lysI – geny koduj¹ce syntezê: bia³ka transportuj¹cego lizynê z ko-
mórek do pod³o¿a, transkrypcyjnego regulatora Lys E, bia³ka transportuj¹cego lizynê z pod³o¿a do ko-
mórek.



raginianowej jest równoczesna obecnoœæ L-lizyny i L-treoniny w nadmiarze. Amino-
kwasy te pojedynczo nie wp³ywaj¹ na aktywnoœæ enzymu. Gen kinazy asparaginia-
nowej lysC sk³ada siê z dwóch podjednostek: lysC� oraz lysC� (7). Transkrypcja pod-
jednostki lysC� zachodzi pod kontrol¹ promotora, który równie¿ obni¿a ekspresjê
genu asd koduj¹cego dehydrogenazê semialdehydu kwasu L-asparaginowego [EC
1.2.1.11]. Transkrypcja podjednostki lysC�, jak równie¿ genu asd, podlega kontroli
drugiego promotora zlokalizowanego w obrêbie fragmentu lysCa. System regulacji
kinazy asparaginianowej znajduje siê w podjednostce �. Stwierdzono, ¿e tylko przy
mutacjach w koduj¹cym regionie tej podjednostki aktywnoœci kinazy asparaginiano-
wej przestaj¹ byæ hamowane przez nadmiar L-lizyny z L-treonin¹ (8). Inhibuj¹cy
wp³yw tych aminokwasów na dzia³anie kinazy, a tym samym na syntezê lizyny, mo¿-
na tak¿e ograniczyæ zmniejszaj¹c aktywnoœæ dehydrogenazy homoserynowej
[EC 1.1.1.3], co powoduje obni¿enie stê¿enia L-treoniny do poziomu, który nie
wp³ywa na aktywnoœæ kinazy. Równie¿ dodatkowe kopie genu lysC polepszaj¹ pro-
dukcjê L-lizyny (9).

Kolejnym miejscem kontroli szlaku syntezy L-lizyny jest punkt rozga³êzienia przy
semialdehydzie kwasu L-asparaginowego. Aldehyd ten mo¿e byæ przekszta³cany
w homoserynê przez dehydrogenazê homoserynow¹ [EC 1.1.1.3] b¹dŸ, razem z pi-
rogronianem, ulegaæ przekszta³ceniu do L-lizyny przy udziale syntazy dihydrodipi-
kolinianowej [EC 4.2.1.52]. Wiadomo, ¿e syntaza dihydrodipikolinianowa nie podle-
ga kontroli na poziomie genomu, tak¿e jej aktywnoœæ katalityczna nie jest regulo-
wana, natomiast ekspresja genu dehydrogenazy homoserynowej jest kontrolowana
przez L-metioninê, a zbyt wysokie wewn¹trzkomórkowe stê¿enie L-treoniny powo-
duje allosteryczn¹ inhibicjê enzymu przez sprzê¿enie zwrotne (5). Interesuj¹cy jest
fakt, ¿e po dodaniu do po¿ywki leucyny aktywnoœæ dehydrogenazy wzrasta ponad
dwukrotnie i równoczeœnie zmniejsza siê aktywnoœæ syntazy dihydrodipikoliniano-
wej. Jest to zatem przyk³ad kontroli syntezy produktów jednego szlaku enzymatycz-
nego przez produkt odrêbnej drogi biosyntezy. Kinetyczne w³aœciwoœci enzymów
konkuruj¹cych o dostêp do �-semialdehydu kwasu L-asparaginowego uniemo¿li-
wiaj¹ wydzielanie lizyny przez dzikie szczepy C. glutamicum, bowiem syntaza dihy-
drodipikolinianowa charakteryzuje siê s³abym powinowactwem do aldehydu oraz
niewielk¹ szybkoœci¹ reakcji, podczas gdy te same parametry dla dehydrogenazy ho-
moserynowej s¹ o ponad rz¹d wielkoœci wiêksze (6). Obni¿enie ekspresji genu dehy-
drogenazy przez metioninê lub zablokowanie dzia³ania tego enzymu w wyniku mu-
tagenizacji sprzyja przekszta³ceniu �-semialdehydu kwasu L-asparaginowego do li-
zyny. Podobny efekt daje zwiêkszenie aktywnoœci syntazy dihydrodipikolinianowej
poprzez nadekspresjê jej genu (dapA) (6). Wprowadzenie dodatkowej kopii dapA

metod¹ miêdzyrodzajowej koniugacji pomiêdzy Escherichia coli S-17 i dzikim szcze-
pem C. glutamicum, a nastêpnie plazmidów z genem dapA, wystêpuj¹cych w wielu
kopiach, umo¿liwi³o otrzymanie szczepów zawieraj¹cych w chromosomie 6 oraz 20
kopii genu dapA. Pomyœlny wynik tych konstrukcji genetycznych zosta³ potwierdzo-
ny zarówno analiz¹ plazmidowego DNA, jak i technik¹ hybrydyzacji metod¹ So-
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utherna. Zwielokrotnienie kopii powodowa³o wzrost aktywnoœci syntazy, czego
konsekwencj¹ by³o znaczne podwy¿szenie wewn¹trzkomórkowego stê¿enia lizyny,
lecz równoczeœnie ogranicza³o intensywnoœæ wzrostu bakterii. Oznacza to, ¿e dzia-
³anie tego enzymu wp³ywa istotnie na produkcjê lizyny, aczkolwiek on sam nie pod-
lega ¿adnemu systemowi kontrolnemu (6).

Gen dapA oraz gen dapB, koduj¹cy syntezê kolejnego enzymu szlaku biosyntezy
lizyny – reduktazy dihydrodipikolinianowej [EC 1.3.1.26] tworz¹ operon dapB- orf2-

dapA- orf4 (10). Struktura produktu genu orf4, jak równie¿ konsekwencje jego czêœ-
ciowej inaktywacji sugeruj¹, ¿e orf4 jest zaanga¿owany w kontrolê translacji.

Produktem reakcji katalizowanej przez reduktazê dihydrodipikolinianow¹ jest
L-1,2,3,4-tetrahydrodipikolinian (11,12). Stanowi on substrat dla dwóch enzymów:
N-sukcynylotransferazy tetrahydrodipikolinianowej [EC 2.3.1.117] oraz dehydroge-
nazy diaminopimelinianowej [EC 1.4.1.16]. Pierwszy z enzymów, kodowany przez
gen dapD, uczestniczy w czteroetapowym, drugi, kodowany przez gen ddh, w jedno-
etapowym przekszta³caniu tetrahydrodipikolinianu do mezo-2,6-diaminopimelinia-
nu (mezo-2,6-diaminoheptanodionianu) – prekursora L-lizyny. Sonntag ze wsp.
(13) ustalili dystrybucjê zwi¹zków wêgla pomiêdzy obydwie drogi syntezy lizyny.
Przy udziale drogi z dehydrogenaz¹ wytwarzane by³o 30% sumarycznej puli amino-
kwasu, przy czym 70% metabolitów przep³ywa³o przez tê drogê na pocz¹tku proce-
su biosyntezy aminokwasu. Przep³yw ten stopniowo zmniejsza³ siê w miarê wyczer-
pywania jonów NH 4

+ z pod³o¿a i ca³kowicie zanika³ w koñcowej fazie akumulacji li-
zyny. By³o to spowodowane niskim powinowactwem dehydrogenazy wzglêdem
tych jonów. Jednoetapowa droga z dehydrogenaz¹ nie by³a wykorzystywana w syn-
tezie lizyny, kiedy NH4

+ zast¹piono glutaminianem jako Ÿród³em azotu. Oznacza to,
¿e sk³adniki pod³o¿a wywieraj¹ bezpoœredni wp³yw na ten szlak biosyntezy lizyny
(14). Energooszczêdny wariant z dehydrogenaz¹ funkcjonuje przy wysokim stê¿eniu
jonów amonowych, zaœ bardziej energoch³onny wariant z sukcynylotransferaz¹ –
przy niskiej zawartoœci tych jonów w pod³o¿u. Amplifikacja genu ddh nie wp³ywa³a
na wzrost komórek, utylizacjê glukozy, a tak¿e na produkcjê lizyny. Dotyczy³o to
zarówno szczepu dysponuj¹cego obydwiema drogami, jak i mutanta, który prze-
kszta³ca³ tetrahydrodipikolinian w diaminopimelinian wy³¹cznie przy udziale dehy-
drogenazy (8,11). Oznacza to, ¿e jednoetapowa droga z dehydrogenaz¹ kompensu-
je brak drogi syntezy prekursora lizyny z udzia³em sukcynylotransferazy.

Produktem reakcji katalizowanej przez sukcynylotransferazê, która inicjuje czte-
roetapow¹ drogê syntezy diaminopimelinianu, jest N-sukcynylo-2-L-amino-6-oksopi-
melinian. Zwi¹zek ten przekszta³cany jest do N-sukcynylo-LL-2,6-diaminopimelinia-
nu w reakcji aminacji. Donorem grupy aminowej w tej reakcji jest kwas glutamino-
wy, zaœ katalizatorem transaminaza sukcynylo-diaminopimelinianowa [EC 2.6.1.17].
Bia³ko enzymu zawiera fosforan pirydoksalu, a jego syntezê koduje gen dapC. Kolej-
nym enzymem, odszczepiaj¹cym resztê kwasu bursztynowego z produktu wczeœ-
niejszej reakcji aminacji, w wyniku czego powstaje LL-2,6-diaminopimelinian, jest
desukcynylaza sukcynylo-diaminopimelinianowa [EC 3.5.1.18], której syntezê kodu-
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je gen dapE. Udowodniono, ¿e ten gen nie jest konieczny do supersyntezy lizyny
(11). Ostatnim katalizatorem czteroetapowej drogi syntezy diaminopimelinianu jest
epimeraza diaminopimelinianowa [EC 5.1.1.7]. Enzym ten generuje mezo-diamino-
pimelinian z jego LL-enancjomeru. Reprezentuje on racemazê aminokwasu niezale-
¿n¹ od fosforanu pirydoksalu i jest kodowany przez gen dapF.

Gen dapF, a tak¿e gen dapC, wczeœniej nie rozpoznane, zosta³y aktualnie ziden-
tyfikowane u C. glutamicum (12). Wykazano przy tym, ¿e mutant dapF , hodowany
w pod³o¿u bogatym w Ÿród³o wêgla i o limitowanej iloœci jonów NH 4

+, charakteryzo-
wa³ siê zredukowanym wzrostem. Podobny fenotyp obserwowali Wehrmann ze
wsp. w przypadku mutantów dapD lub dapE (14). Jest to zrozumia³e, bior¹c pod
uwagê fakt, ¿e u tych mutantów aktywny by³ wy³¹cznie wariant z dehydrogenaz¹,
który jest ma³o skuteczny, jeœli zewn¹trzkomórkowe stê¿enie NH 4

+ spada poni¿ej
38 mM. W tych warunkach tworzy siê ograniczona iloœæ diaminopimelinianu, wyko-
rzystywanego z jednej strony do syntezy lizyny, zaœ z drugiej do syntezy peptydogli-
kanu œciany komórkowej (13). Zaskakuj¹ce by³y natomiast wyniki obserwacji mutan-
ta dapC (12). Nie wykazywa³ on redukcji wzrostu, nawet przy równoczesnym uszko-
dzeniu ddh. Wskazuje to na istnienie dodatkowej aminotransferazy, stanowi¹cej
substytut aminotransferazy kodowanej przez gen dapC u C. glutamicum. Klonowanie
i nadekspresja dapC lub dapF zwiêksza³y produkcjê lizyny przez komórki.

Utworzony mezo-diaminopimelinian ulega dekarboksylacji do L-lizyny w obec-
noœci dekarboksylazy diaminopimelinianowej [EC 4.1.1.20], kodowanej przez gen
lysA. Jej koenzymem jest fosforan pirydoksalu (15).

Ostatnim etapem produkcji lizyny jest jej wydzielanie do pod³o¿a. Odbywa siê
ono na zasadzie wtórnego transportu aktywnego (symport z dwoma jonami OH- lub
antyport z dwoma jonami H+), w którym si³ami napêdowymi s¹ protonowy gradient
elektrochemiczny i gradient stê¿enia lizyny (16,17). W wyniku przeprowadzonych
molekularnych badañ umo¿liwiono identyfikacjê przenoœnika aminokwasu – LysE
(18). Jest on niewielkim bia³kiem membranowym o masie 25,4 Da. Przenoœnik
sk³ada siê z szeœciu hydrofilowych domen (19). Piêæ z nich o charakterze �-helis
przenika przez wewnêtrzn¹ dwuwarstwê lipidow¹ membrany. Dodatkowa, hydrofo-
bowa domena mo¿e zanurzaæ siê w b³onie komórkowej lub wystêpowaæ na jej po-
wierzchni. Bia³ko LysE jest pierwszym przedstawicielem nowej, stale uzupe³nianej
rodziny bia³ek transportowych, obecnych u bakterii i Archaea (20). Mo¿e ono prze-
nosiæ, oprócz L-lizyny, równie¿ L-argininê. Kiedy w komórce zwiêksza siê stê¿enie
jednego z tych aminokwasów, indukowany jest jego transport do pod³o¿a. Synteza
eksportera jest kontrolowana równoczeœnie przez transkrypcyjny regulator LysG
i jeden z aminokwasów zasadowych (21). Przenoœnik LysE pe³ni rolê zaworu zabez-
pieczaj¹cego komórki przed nadmiernym nagromadzaniem siê w nich lizyny lub ar-
gininy. Reprezentuje on nowy typ kontroli wewn¹trzkomórkowego poziomu amino-
kwasów poprzez ich sekrecjê. Nadekspresja lysEG w dzikim szczepie C. glutamicum

zwiêksza³a szybkoœæ sekrecji lizyny do poziomu, przewy¿szaj¹cego obserwowany
u szczepów produkuj¹cych (18).
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4. Uwarunkowania Corynebacterium glutamicum do nadprodukcji
L-lizyny

Architektura sieci centralnych przemian metabolicznych u C. glutamicum zapew-
nia dop³yw du¿ych iloœci szczawiooctanu, pirogronianu, ATP i NADPH, wymaganych
do supersyntezy tego aminokwasu (rys. 2). Podstawow¹ rolê w tej syntezie odgry-
waj¹ enzymy anaplerotyczne. Komórki C. glutamicum wyposa¿one s¹ w unikatowy
zestaw tych enzymów. Posiadaj¹ one dwa enzymy katalizuj¹ce proces syntezy
szczawiooctanu: karboksylazê fosfoenolopirogronianow¹ [EC 4.1.1.31] i karboksyla-
zê pirogronianow¹ [EC 6.4.1.1] oraz enzymy prowadz¹ce dekarboksylacjê zwi¹zków
czterowêglowych do pirogronianu (dehydrogenaza jab³czanowa, EC 1.1.1.40) lub
fosfoenolopirogronianu (karboksykinaza fosfoenolopirogronianu, EC 4.1.1.32). Re-
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Rys. 2. Metabolizm centralny u Corynebacterium glutamicum i jego powi¹zanie z biosyntez¹ L-lizyny
(22,23,34). aceA, aceB – geny enzymów cyklu kwasu glioksalowego: liazy izocytrynianowej i syntazy
jab³czanowej, mez (malE) – gen dehydrogenazy jab³czanowej (dekarboksyluj¹cej szczawiooctan,
NADP+).



akcje anaplerotyczne, a tak¿e system fosfotransferazowy PTS generuj¹ zatem dwa
wa¿ne metabolity: szczawiooctan i pirogronian, które stanowi¹ nie tylko substraty
do syntezy L-lizyny, ale równie¿ bazê do budowy ponad 35% materia³u komórkowe-
go (6). Pirogronian dostarcza ponadto acetylo-CoA, który przyczynia siê do genero-
wania ATP w procesie oksydacyjnej fosforylacji.

Stwierdzono, ¿e karboksylaza pirogronianowa i karboksykinaza fosfoenolopiro-
gronianowa s¹ najbardziej aktywnymi enzymami, katalizuj¹cymi ponad 90% anaple-
rotycznych reakcji dekarboksyacji i karboksylacji (22). Te dwa enzymy tworz¹ cykl,
w którym pirogronian ulega karboksylacji do szczawiooctanu, który jest dekarbok-
sylowany do fosfoenolopirogronianu, a fosfoenolopirogronian jest przekszta³cany
do pirogronianu przez kinazê pirogronianow¹, czemu towarzyszy rozk³ad 1 mola
ATP. Interesuj¹cy okaza³ siê fakt, ¿e zwiêkszenie aktywnoœci dekarboksylaz, uczest-
nicz¹cych w reakcjach anaplerotycznych powoduje zmniejszenie wydajnoœci biosyn-
tezy lizyny (23). Sugerowa³o to, ¿e wyeliminowanie tej aktywnoœci lub zwiêkszenie
aktywnoœci enzymów katalizuj¹cych odwrotne reakcje karboksylacji mog³oby zwiê-
kszyæ produkcjê lizyny. Jednak¿e nadekspresja genu pyc koduj¹cego karboksylazê
pirogronianow¹ w dzikim szczepie C. glutamicum nie przynios³a spodziewanego re-
zultatu, bowiem pozytywny skutek tego zabiegu, polegaj¹cy na zwiêkszonej synte-
zie szczawiooctanu, by³ minimalizowany przez system kontroli drogi biosyntezy li-
zyny. Utworzony w tych warunkach szczawiooctan by³ kierowany do cyklu TCA,
a nie do produkcji aminokwasu. Równoczesna ekspresja genu pyc i genu kinazy
asparaginianowej zwiêksza³a natomiast 2,5-krotnie zdolnoœæ dzikiego szczepu do
syntezy lizyny (24). Znacz¹cy wzrost aktywnoœci lizynotwórczej obserwowano rów-
nie¿ zwiêkszaj¹c iloœæ kopii karboksylazy pirogronianowej w komórkach produkcyj-
nego szczepu C. glutamicum, który w wyniku mutagenizacji utraci³ wra¿liwoœæ kina-
zy asparaginianowej na hamuj¹ce dzia³anie treoniny z lizyn¹ (25).

Bakterie C. glutamicum dysponuj¹ prostym, elastycznym systemem kontroli syn-
tezy lizyny. Bakterie te nie posiadaj¹ izoenzymów i zwi¹zanych z tym dodatkowych
mechanizmów regulacji (25). Przep³yw metabolitów od kwasu asparaginowego do
lizyny kontrolowany jest tylko w trzech miejscach: dzia³ania kinazy asparaginiano-
wej, dystrybucji �-semialdehydu kwasu asparaginianowego oraz wydzielania amino-
kwasu z komórek do pod³o¿a. Pozosta³e enzymy w³aœciwego szlaku syntezy lizyny
nie podlegaj¹ kontroli na poziomie genomu, równie¿ ich aktywnoœci katalityczne
nie s¹ regulowane. U³atwia to udro¿nienie i ukierunkowanie przep³ywu strumienia
zwi¹zków wêglowych na syntezê tego aminokwasu. Równoczeœnie obecnoœæ dwóch
szlaków syntezy diaminopimelinianu zaspokaja du¿y popyt lizynotwórczych szcze-
pów na ten aminokwas.

Bakterie C. glutamicum nie wykazuj¹ aktywnoœci enzymów degraduj¹cych lizynê.
Ochronê przed nadmiernym wewn¹trzkomórkowym stê¿eniem aminokwasu zapew-
nia aktywny bia³kowy przenoœnik. Podlega on pe³nej, dwudziestokrotnej indukcji przy
wzroœcie stê¿enia lizyny w komórkach szczepu produkcyjnego do 40 mM i mo¿e
transportowaæ aminokwas do pod³o¿a z szybkoœci¹ 0,75 nmoli × min-1 × (s.m.)-1 (26).
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5. Szczepy przemys³owe i ich ulepszanie

Dzikie szczepy C. glutamicum nie wydzielaj¹ lizyny do œrodowiska. Jest to spowo-
dowane z jednej strony œcis³¹ kontrol¹ aktywnoœci kinazy asparaginianowej, z dru-
giej zaœ niskim powinowactwem syntazy dihydrodipikolinianowej do �-semialdehy-
du kwasu asparaginowego. Uzyskane w tych warunkach wewn¹trzkomórkowe stê-
¿enie lizyny jest niewystarczaj¹ce do sekrecji tego aminokwasu. W celu osi¹gniêcia
nadprodukcji lizyny konieczne zatem jest wyeliminowanie mechanizmu kontroli ki-
nazy asparaginianowej oraz zablokowanie szlaków syntezy aminokwasów innych
ni¿ lizyna.

W przemys³owym procesie biosyntezy lizyny dominuj¹ mutanty auksotroficzne,
wymagaj¹ce do wzrostu homoseryny (lub treoniny i metioniny) b¹dŸ dodatkowo
leucyny, mutanty regulatorowe, selekcjonowane wœród szczepów opornych na struk-
turalny analog lizyny – S-(2-aminoetylo)-L-cysteinê, mutanty kombinowane, ³¹cz¹ce
w sobie obydwa typy mutacji (rys. 1) oraz mutanty transportowe o zwiêkszonej se-
krecji lizyny (27,28).

Klasyczne metody otrzymywania szczepów produkcyjnych C. glutamicum mog¹
byæ zastêpowane lub uzupe³niane technikami in¿ynierii genetycznej, umo¿liwiaj¹-
cymi bezpoœrednie mutacje genu b¹dŸ transpozonu w chromosomie. Dostêpne s¹
dla tych drobnoustrojów wektory do klonowania, otrzymane w wyniku zespolenia
wyizolowanych z nich ma³ych kryptycznych plazmidów z plazmidowymi wektorami
Escherichia coli, zawieraj¹cymi markery selekcyjne, warunkuj¹ce opornoœæ na okreœ-
lone antybiotyki (29). Opracowano ró¿ne sposoby wprowadzania tych wektorów do
komórek, a mianowicie: transformacjê protoplastów, elektroporacjê nienaruszo-
nych komórek, a tak¿e transfer mobilizowalnych samobójczych plazmidów z E. coli

do C. glutamicum przez transkoniugacjê, stosowany do uszkodzenia i wymiany genu
(12). Opanowano ró¿ne techniki klonowania genów: heterologiczn¹ komplementa-
cjê, homologiczn¹ komplementacjê i skrining bibliotek genowych przy u¿yciu sond
oligonukleotydowych. Zastosowanie tych technik umo¿liwi³o sklonowanie wszyst-
kich genów koduj¹cych drogê biosyntezy lizyny u C. glutamicum, a tak¿e genów, od-
powiedzialnych za funkcjonowanie metabolizmu centralnego (12,30).

Rekombinacja DNA, a tak¿e analiza i kontrola przep³ywów metabolitów oraz ma-
tematyczne modelowanie metabolizmu s¹ wa¿nymi narzêdziami in¿ynierii metabo-
licznej. Zintegrowana aplikacja tych narzêdzi umo¿liwi³a pog³êbienie wiedzy odnoœ-
nie do biosyntezy lizyny i zwiêkszenie zdolnoœci szczepów do wytwarzania tego
aminokwasu. Stosuj¹c techniki in¿ynierii genetycznej uzyskano szczepy C. glutamicum,
charakteryzuj¹ce siê m.in. nadekspresj¹ genu karboksylazy pirogronianowej (31),
mutacj¹ genu kinazy asparaginianowej (32), nadekspresj¹ genów: syntazy dihydrodi-
pikolinianowej (6,33), aminotransferazy sukcynylopimelinianowej i epimerazy dia-
minopimelinianowej (12). Szczepy te produkowa³y lizynê w iloœciach wiêkszych
ani¿eli szczepy wyjœciowe, zaœ niepo¿¹dane aminokwasy (izoleucyna i alanina) w ilo-
œciach mniejszych, w porównaniu ze szczepem wyjœciowym.
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Kompletne sekwencjonowanie genomu przemys³owego producenta kwasu glu-
taminowego i lizyny C. glutamicum ATCC 13032 umo¿liwi³o nie tylko okreœlenie jego
struktury, ale tak¿e rekonstrukcjê dróg biosyntezy i transportu, wa¿nych dla super-
syntezy aminokwasów i witamin pochodz¹cych od kwasu L-asparaginowego i piro-
gronowego: lizyny, metioniny, treoniny, izoleucyny, waliny i kwasu D-pantotenowe-
go (34).

Ustalono, ¿e genom C. glutamicum stanowi pojedynczy kolisty chromosom, z³o-
¿ony z 3 282 708 par zasad. Zidentyfikowano 3002 geny koduj¹ce bia³ka i okreœlono
funkcje 2489 enzymów.

Postêp w genomice i proteomice wykorzystano do okreœlenia pe³nej sekwencji
genomu dzikiej odmiany szczepu C. glutamicum ATCC 13032 i opracowania racjonal-
nej metody rekonstrukcji produkcyjnych szczepów, nazwanej metod¹ „powielania
genomu” (ang. genome breeding) (35). Metoda ta bazuje na analizie porównawczej
genomu superproducenta lizyny z genomem szczepu dzikiego i wyboru na tej pod-
stawie minimalnego pakietu mutowanych genów, gwarantuj¹cego zwiêkszon¹ syn-
tezê aminokwasu. Badacze japoñscy, stosuj¹c metodê „powielania genomu”, ustali-
li, ¿e punktowe mutacje w koduj¹cych regionach ka¿dego z nastêpuj¹cych genów:
hom, lysC, pyc, gnd i mqo pozytywnie wp³ywa³y na biosyntezê lizyny przez dziki
szczep C. glutamicum (36). Dwa pierwsze geny s¹ bezpoœrednio zwi¹zane z prze-
mian¹ asparaginianu do lizyny (rys. 1), trzy pozosta³e z centralnym metabolizmem
wêgla. Gen pyc uczestniczy w reakcjach anaplerotycznych (rys. 2), gen gnd dehydro-
genazy fosfoglukonianowej [EC 1.1.1.44] w cyklu pentozowym, zaœ gen mqo, ko-
duj¹cy dehydrogenazê jab³czanow¹ (akceptor: chinon) [EC 1.1.99.16], funkcjonuje
w cyklu TCA. Mutacje sekwencyjnie wprowadzano do dzikiego genomu przez allelo-
morficzne podstawienie. Podstawienie rozpoczynano prowadz¹c mutacje w rele-
wantnych terminalnych drogach biosyntezy lizyny i kontynuowano je w centralnych
szlakach przemian metabolicznych. Jeœli mutacja by³a pozytywna dla tej biosyntezy,
zachowywano j¹ w genomie, a zmutowany szczep traktowano jako wyjœciowy do
kolejnego zabiegu.

Mutacja genu hom i mutacja genu lysC nadawa³y fenotypowi gospodarza odpo-
wiednio czêœciowe zapotrzebowanie na L-homoserynê oraz opornoœæ na analog L-li-
zyny – S-(2-aminoetylo)-L-cysteinê. Po³¹czenie tych mutacji w genomie dzikiego
szczepu dodatkowo stymulowa³o biosyntezê lizyny, co mo¿na t³umaczyæ zwiêkszo-
nym stopniem deregulacji kinazy asparaginianowej. Podwójny mutant hom-lysC pro-
dukowa³ 70 g × dm-3 lizyny w procesie fermentacji okresowej z zasilaniem, zaœ po-
jedyncze mutanty hom i lysC nagromadza³y w tych samych warunkach odpowiednio
10 i 50 g × dm-3 aminokwasu (rys. 3).

Kolejne trzy mutacje genów: pyc, gnd i mqo, wprowadzane pojedynczo w genom
mutanta hom-lysC, powodowa³y stopniowy wzrost iloœci nagromadzanej lizyny do po-
ziomu odpowiednio 85, 88 i 90 g × dm-3. Pozytywny wp³yw dwóch pierwszych muta-
cji jest oczywisty. Mutacja genu pyc karboksylazy pirogronianowej przyspiesza³a re-
akcjê przemiany pirogronianu do szczawioctanu, a zatem zwiêksza³a dostêpnoœæ
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tego ostatniego do syntezy lizyny. Mutacja genu gnd dehydrogenazy fosfoglukonia-
nowej przyczynia³a siê do wzrostu o 8% przep³ywu metabolitów przez szlak pentozo-
fosforanowy, a tym samym zwiêksza³a iloœæ NADPH, wymaganego do produkcji ami-
nokwasu (rys. 2). Podobne polepszenie iloœci syntetyzowanej lizyny obserwowano
prowadz¹c, nonsensown¹ wydawa³oby siê, mutacjê genu mqo dehydrogenazy jab³-
czanowej (akceptor). Dehydrogenaza ta (MQO), podobnie jak dehydrogenaza jab³cza-
nowa zale¿na od NAD (MDH) katalizuje cykliczn¹ konwersjê jab³czanu do szczawio-
octanu, jednak¿e enzym ten, w przeciwieñstwie do MDH, wykorzystuje chinony,
a nie NAD, jako akceptory elektronów. MQO zapewnia komórkom osi¹gniêcie wyso-
kiej aktywnoœci cyklu TCA, niezale¿nie od stosunku NADH/NAD. Przypuszcza siê, ¿e
mutacja genu mqo ogranicza przep³yw metabolitów przez cykl TCA i kieruje czêœæ
szczawiooctanu do syntezy lizyny w celu zachowania równowagi redox.

Na podstawie porównawczej analizy transkryptomu klasycznego mutanta z jego
dzik¹ odmian¹ wskazano, ¿e globalna indukcja genów, uczestnicz¹cych w biosynte-
zie aminokwasów mo¿e polepszaæ produkcjê lizyny w wyniku zwiêkszenia ekspresji
operonu lysC-asd (35). Zwiêkszenie to osi¹gniêto, wprowadzaj¹c mutacjê genu leuC

dehydratazy 3-izopropylojab³czanowej do zdefiniowanego mutanta hom-lysC, synte-
tyzuj¹cego 73 g × dm-3 lizyny (rys. 3). Otrzymany mutant wymaga³ do wzrostu leu-
cyny i produkowa³ 83 g × dm-3 aminokwasu (37). Korzystny wp³yw cechy, jak¹ jest
auksotrofia wzglêdem leucyny, na biosyntezê lizyny nie jest zaskoczeniem, wiado-
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Rys. 3. Porównanie wydajnoœci biosyntezy L-lizyny przez zdefiniowane mutanty Corynebacterium

glutamicum (36); hom, lysC, pyc, gnd, mqo – geny: dehydrogenazy homoserynowej, kinazy asparaginiano-
wej, karboksylazy pirogronianowej, dehydrogenazy fosfoglukonianowej, dehydrogenazy jab³czanowej
(akceptor).



mo bowiem od dawna, ¿e cecha ta zwiêksza produktywnoœæ klasycznych szczepów
przemys³owych (27).

Rekonstruowane szczepy nie osi¹ga³y wydajnoœci lizyny na poziomie tak wyso-
kim jaki odnotowano dla przemys³owego producenta aminokwasu C. glutamicum

B-6 (>100 g/l), otrzymanego w wyniku klasycznej mutagenizacji dzikiego szczepu
C. glutamicum ATCC 13032. Nale¿y jednak podkreœliæ, ¿e klasycznie otrzymywane
mutanty mog¹ syntetyzowaæ 0,43-0,54 moli lizyny z jednego mola glukozy (38).
Osi¹gniêcie tak wysokiej produktywnoœci technikami rekombinacji DNA jest niezwy-
kle trudne. Techniki te mo¿na natomiast wykorzystaæ do polepszenia szczepów
przemys³owych.

6. Technologia produkcji L-lizyny

Procesy biosyntezy lizyny prowadzone s¹ w bioreaktorach o pojemnoœci
50-500 m3. Inokulum namna¿ane jest w 1-10 etapach. �ród³ami wêgla w pod³o¿ach
produkcyjnych s¹ najczêœciej: melasa z trzciny cukrowej (Ameryka Po³udniowa, Chi-
ny), melasa buraczana (Europa) lub hydrolizaty skrobi (Ameryka Pó³nocna, Azja), rza-
dziej sacharoza (12). Amoniak lub sole amonowe pe³ni¹ rolê Ÿróde³ azotu i czynni-
ków reguluj¹cych pH œrodowiska hodowlanego. Wykorzystanie jonów amonowych
mo¿na zredukowaæ, reguluj¹c ciœnienie CO2 w uk³adzie hodowlanym, jony wêglano-
we lub wodorowêglanowe stanowi¹ bowiem przeciwjony dla syntetyzowanej lizyny.
Aminokwasy wymagane do wzrostu szczepu s¹ wprowadzane z hydrolizatami bia³ek
roœlinnych, ekstraktem dro¿d¿owym b¹dŸ wyci¹giem namokowym kukurydzy. Ten
ostatni stanowi bogate Ÿród³o zarówno aminokwasów, jak i oligopeptydów, wita-
min, nukleotydów oraz nieorganicznych i organicznych fosforanów. Hydrolizaty bia-
³ek zwierzêcych nie s¹ aktualnie stosowane ze wzglêdu na niebezpieczeñstwo wy-
stêpowania g¹bczastej encefalopatii byd³a (BSE, ang. bovine spongiform encephalopa-

thy). Wa¿nymi sk³adnikami pod³o¿y s¹ makroelementy (fosforany sodu lub potasu,
jony Mg+2) i mikroelementy (Mn+2, Fe+2 i inne).

Istotny wp³yw na biosyntezê lizyny ma stê¿enie tlenu rozpuszczonego w pod-
³o¿u. Jest to zrozumia³e, zwa¿ywszy fakt, ¿e wydajnoœæ tego procesu zale¿y od
funkcjonowania cyklu TCA i przebiegu reakcji anaplerotycznych. Zapotrzebowanie
szczepu produkcyjnego na tlen jest zró¿nicowane. Wymaga to optymalizacji natle-
niania zarówno na etapie wzrostu komórek, jak i na etapie w³aœciwej biosyntezy
(39). Niedobór tlenu sprzyja powstawaniu kwasu mlekowego i alaniny zamiast lizy-
ny, zaœ nadmiar zwiêksza produkcjê biomasy i przyczynia siê do tworzenia nie-
po¿¹danych, czêœciowo utlenionych produktów ubocznych (np. kwasu 2-oksogluta-
rowego). St¹d wa¿nym kryterium przy zwiêkszaniu skali procesu jest stosunek iloœci
wykorzystywanego tlenu do iloœci utylizowanego cukru.

Automatyzacja procesów technologicznych oraz zastosowanie optymalnych stra-
tegii prowadzenia i kontroli biosyntezy lizyny przyczyni³y siê do polepszenia wydaj-
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noœci tego aminokwasu. Opisano uproszczone kinetyczne modele, uwzglêdniaj¹ce
reakcje enzymatyczne, zachodz¹ce w procesie syntezy lizyny przez C. glutamicum

(40,41). Bie¿¹ca (w trybie on-line) analiza przebiegu tych reakcji zosta³a wykorzysta-
na do polepszenia kontroli i optymalizacji warunków tworzenia i sekrecji lizyny.

Dominuj¹c¹ metod¹ produkcji lizyny jest fermentacja okresowa z zasilaniem
(ang. fed batch fermentation), prowadzona w temperaturze 30-34°C, w ci¹gu 48-60
godzin (rys. 4). Po¿ywka zasilaj¹ca, oprócz sacharydów, zawiera zazwyczaj siar-
czan amonu, który neutralizuje tworz¹cy siê aminokwas. Lizyna w tym przypadku
wystêpuje w pod³o¿u w postaci siarczanu. Po¿ywka jest dozowana w sposób ci¹g-
³y, po wyczerpaniu siê sacharydów, wprowadzonych do pod³o¿a na pocz¹tku pro-
cesu fermentacji. Hodowla okresowa z zasilaniem wymaga œcis³ej kontroli dozo-
wania po¿ywki. Umo¿liwia to unikniêcie nadmiernych stê¿eñ sk³adników po¿ywki
w pod³o¿u hodowlanym, powoduj¹cych hamowanie procesu biosyntezy lizyny
i syntezê produktów ubocznych (mleczanu, octanu, pirogronianu, alaniny), a tak¿e
skrócenie lag-fazy i ograniczenie wzrostu komórek (42,43). Pomyœlnie zakoñczy³y
siê próby zastosowania do otrzymywania lizyny metody fermentacji z powtórnym
zasilaniem (ang. repeated fed batch fermentation). Produktywnoœæ aminokwasu
wzros³a o 15%.
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Rys. 4. Charakterystyka przebiegu procesu fermentacji L-lizyny (Degussa, Niemcy) (3).



Ci¹g³e procesy biosyntezy lizyny przez C. glutamicum maj¹ ju¿ swoj¹ tradycjê.
Proces taki, opisany przez Hirao i wsp. w 1989 r. (44), by³ stabilny przez ponad 300
godzin, a produktywnoœæ aminokwasu zwiêkszy³a siê trzykrotnie w porównaniu
z klasyczn¹ hodowl¹ okresow¹. W procesach ci¹g³ych stosowane s¹ generalnie dwie
metody hodowli. Pierwsza z nich to hodowla w turbidystacie, zapewniaj¹ca sta³y
poziom stê¿enia biomasy, druga – to hodowla w chemostacie, umo¿liwiaj¹ca za-
chowanie sta³ych stê¿eñ wybranych sk³adników po¿ywki, np. Ÿród³a wêgla i jonów
fosforanowych (43). Ci¹g³e procesy biosyntezy lizyny gwarantuj¹ wiêksze aktywno-
œci szczepów w porównaniu z uzyskiwanymi w warunkach hodowli okresowej, jed-
nak nie znalaz³y one, jak dot¹d, zastosowania w przemyœle ze wzglêdu na wysokie
ryzyko zaka¿enia œrodowiska hodowlanego.

Przemys³owe szczepy C. glutamicum mog¹ syntetyzowaæ 0,43-0,54 mola lizyny
z jednego mola glukozy (40). Ich produktywnoœæ kszta³tuje siê na poziomie 3,6-8,5
mola lizyny × m-3 × h-1. Wydajnoœæ syntezy aminokwasu w procesach okresowych
z ci¹g³ym zasilaniem po¿ywk¹ przekracza zazwyczaj 100 g × dm-1 i mo¿e docho-
dziæ do 150, a nawet 170 g × dm-1 (45).

Lizynê, nagromadzon¹ w pod³o¿u produkcyjnym wyodrêbnia siê ró¿nymi meto-
dami (rys. 5). Pierwszy sposób polega na izolowaniu lizyny metod¹ chromatografii
jonowymiennej, zatê¿aniu i krystalizacji (46). Uzyskany t¹ metod¹ krystaliczny pre-
parat zawiera 98,5% monochlorowodorku L-lizyny. Drugi sposób obejmuje oddziele-
nie biomasy i zatê¿enie klarownego p³ynu pohodowlanego, a w jego wyniku po-
wstaje alkaliczny koncentrat, zawieraj¹cy 50% L-lizyny (45). Trzecia procedura jest
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5. Schematy otrzymywania krystalicznych (a) i paszowych (b) preparatów L-lizyny (Degussa, Niemcy)
(13).

b)a)



najbardziej efektywna, poniewa¿ pozwala zminimalizowaæ straty aminokwasu oraz
iloœæ œcieków. Wykorzystuje ona bezpoœrednie suszenie rozpryskowe ca³ego pod-
³o¿a fermentacyjnego, po którym nastêpuje granulacja. Otrzymany granulat zawiera
oko³o 50% siarczanu L-lizyny (47).

7. Podsumowanie

We wspó³czesnej praktyce przemys³owej metod¹ syntezy mikrobiologicznej
otrzymuje siê oko³o 70% sumarycznej puli wytwarzanych aminokwasów i ponad 90%
L-lizyny. Ogromne zainteresowanie tym sposobem produkcji wynika przede wszyst-
kim z jego wysokiego wskaŸnika ekonomicznego, a tak¿e z mo¿liwoœci uzyskania
w obrêbie jednego przedsiêbiorstwa koñcowego produktu w postaci preparatów
paszowych b¹dŸ preparatów krystalicznych o wysokim stopniu czystoœci. Wydaj-
noœæ koñcowa procesu mikrobiologicznego jest wypadkow¹ zdolnoœci szczepu pro-
dukcyjnego do supersyntezy aminokwasu oraz zastosowanych warunków fermenta-
cji i izolowania produktu.

Wœród drobnoustrojów produkuj¹cych L-aminokwasy szczególn¹ pozycjê zaj-
muj¹ szczepy C. glutamicum, stosowane w przemys³owych syntezach kwasu glutami-
nowego, lizyny, waliny, izoleucyny, treoniny, kwasu asparaginowego, alaniny i in-
nych. Obszerne badania w zakresie biochemii, fizjologii i biologii molekularnej do-
starczy³y wielu nowych, cennych informacji o w³aœciwoœciach tych szczepów. Opra-
cowano dla tych bakterii ró¿ne techniki klonowania, transformacji oraz sposoby
bezpoœrednich mutacji chromosomalnych. Ustalono strategiê kompletnego sekwen-
cjonowania i strukturê genomu C. glutamicum. Stwierdzono obecnoœæ u tych bakterii
genów koduj¹cych wszystkie enzymy uczestnicz¹ce w glikolizie, cyklu pentozofos-
foranowym, cyklu TCA, genów cyklu kwasu glioksylowego i innych enzymów anaple-
rotycznych oraz glukoneogenezy. Znajomoœæ kompletnej sekwencji genomu umo-
¿liwi³a rekonstrukcjê przep³ywów metabolitów do lizyny i innych wa¿nych zwi¹z-
ków (L-waliny i D-pantotenianu) pochodz¹cych od asparaginianu i pirogronianu,
zw³aszcza w obszarze odwracalnych reakcji anaplerotycznych, pe³ni¹cych podsta-
wow¹ rolê w biosyntezie tych zwi¹zków. Wykazano, ¿e transport lizyny z pod³o¿a
do komórek zachodzi przy udziale bia³kowego „wymiennika” lizyna/alanina, kodo-
wanego przez gen lysI (34). Ca³kowita aktywnoœæ tego systemu transportu jest bar-
dzo ma³a (oko³o 0,15 nmoli × min-1 × (mg s.m.)-1 i dlatego nie ma wp³ywu na pro-
dukcjê aminokwasu. Ustalono, ¿e bia³ko eksportuj¹ce lizynê z komórek do pod³o¿a
jest syntetyzowane przy udziale genu lysE, zaœ synteza tego genu jest kontrolowana
przez transkrypcyjny autoregulator LysG, nale¿¹cy do grupy LysR. Udowodniono
przy tym wa¿n¹ funkcjê systemów transportu lizyny jako regulatorów biosyntezy
tego aminokwasu. Zdobyta wiedza umo¿liwia sterowanie przep³ywami metaboli-
tów, konstruowanie szczepów o ¿¹danym genotypie oraz opracowanie nowych stra-
tegii optymalizacji warunków i kontroli procesów, prowadzonych przy udziale
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drobnoustrojów, intensyfikuje rozwój metod analitycznych bazuj¹cych na genomice
i proteomice. Ma ona charakter uniwersalny i mo¿e byæ wykorzystana do polepsze-
nia produktywnoœci zarówno C. glutamicum, jak i innych bakterii.
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