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ÐÅÃУËЮÂÀÍÍß ÒÀ ШËßÕÈ IÍÒÅÍСÈФIÊÀÖIЇ 
ÁIÎСÈÍÒÅЗУ ËIЗÈÍУ

В оãëяді проанаëізовано шëяõи інтенсифікації мікробіоëоãічноãо син-
тезу ëізину, що використовується у виробництві кормів, у õарчовій 
і фармацевтичній промисëовості. Приведено біоõімічну сõему реãуëю-
вання та синтезу ëізину бактеріями через диамінопімеëат. Показа-
но, що підвищений синтез незамінниõ амінокисëот у мікроорãанізмів 
пов'язаний з певними мутаційними порушеннями реãуëяторноãо кон-
троëю біосинтезу. Відображено теõноëоãічні способи підвищення 
біосинтезу ëізину. За раõунок зміни теõноëоãічниõ параметрів 
біосинтез ëізину досяãав рівня 30–50 ã/дм3, а штами-мутанти у 
поєднанні з біотеõноëоãічними прийомами продукуваëи 50–70 ã/дм3 
та забезпечуваëи 40% конверсію субстрату до амінокисëоти.

Кëючов і  сëова : ауксотрофність, біосинтез, інтенсифікація, ëізин, 
продуцент.

Незаìінна аìінокислота лізин (α, ε-аìінокапронова кислота) є одниì 
із джерел для синтезу аöетил-Êоензиìу À (Àöетил-ÊоÀ), регуляторниì 
÷инникоì у ìетаболізìі інших аìінокислот, яка не синтезується в організ-
ìі тварин. Лізин (Lys), при достатньоìу та своє÷асноìу його надходженні 
в організì сприяє секреöії травних ферìентів, упереджує розвиток ате-
росклерозу, остеопорозу, покращує короткотерìінову паì'ять [1].

Ìікробіологі÷не виробниöтво аìінокислот за об’єìоì продукöії зайìає 
2-е ìісöе в світі після виробниöтва антибіотиків. Потреби сільського гос-
подарства, хар÷ової проìисловості та ìедиöини зуìовлюють інтенсивний 
розвиток проìислового виробниöтва лізину [2, 3], зростання виробниöтва 
лізину складає близько 10% на рік [3]. В Óкраїні та ÑНД виробниöтво 
лізину відсутнє [1].
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Біотехнології лізину постійно вдо-
сконалюють [1, 2, 4], впроваджують 
нові продуктивні штаìи, отриìані 
селекöійниìи та генно-інженерниìи 
ìетодаìи [2, 5–7].

Бактерії, а саìе корінебактерії 
та бревібактерії, синтезували лізин 
пентозофосфатниì та гліколіти÷ниì 
шляхаìи (рис. 1) [2, 7]. За викорис-
тання ìі÷ених атоìів 13Ñ встановлено, 
що бактерії синтезували лізин ÷ерез 
піруват, аспарагінову кислоту та 
α-диаìінопіìелінову кислоту (ДÀП), а також ìетіонін, треонін та ізо-
лейöин з аспартату. Встановлено, що на öьоìу ìетаболі÷ноìу шляху 
диаìінопіìелатні будівельні блоки форìували пептидоглікан для клітинної 
стінки бактерій [7,9].

Ó роботах [7, 18, 22, 24–29] показано, що біосинтез лізину öе роз-7, 18, 22, 24–29] показано, що біосинтез лізину öе роз-] показано, що біосинтез лізину öе роз-
галужений ланöюг реакöій за у÷астю понад 60 ферìентів. Óсі гени корі-
небактерій, що кодують öі ферìенти, ізольовано та секвеновано [6, 7, 8, 
17]. Для кожного гена визна÷ені його ìісöе і функöія у ìетаболі÷ноìу 
шляху та у÷асть у транспортуванні лізину [10, 11, 12]. Êлю÷овиìи гена- 11, 12]. Êлю÷овиìи гена-11, 12]. Êлю÷овиìи гена- 12]. Êлю÷овиìи гена-12]. Êлю÷овиìи гена-
ìи у регуляöії синтезу лізину визна÷ені pyc (піруваткарбоксилаза), lysC 
(аспартаткіназа), hom (гоìосериндегідрогеназа), lysА (диаìінопіìелат 
декарбоксилаза), dapA (дигідропіколінатсинтаза), mgo (ìалат:гуінон 
оксидоредуктаза) [13-16] .

Êонтроль біосинтезу лізину забезпе÷ується за принöипоì зворотного 
зв’язку на рівні генів [16, 17], які відповідають за синтез відповідних 
ферìентів (репресія) і на рівні саìих ферìентів, які в результаті над-
лишку аìінокислот, що утворюються, ìожуть зìінювати свою активність 
(ретроінгібування) [2, 18]. Даний ìеханізì контролю виклю÷ав переви-
робниöтво аìінокислот, а також перешкоджає їх виділенню з клітин у 
навколишнє середовище [7, 16, 19, 20].

Шлях біосинтезу від аспарагінової кислоти до лізину у корінебактерій, 
на відìіну від інших ìікроорганізìів, ìає лише один контрольований кін-
öевиì продуктоì етап – фосфорилювання аспарагінової кислоти (рис. 1). 
Ðеакöія каталізується аспартаткіназою (ÀÊ), здатною у штаìів дикого 
типу до полівалентного пригні÷ення лізиноì і треоніноì [1,2].

Ñпільний попередник (напівальдегід аспарагінової кислоти) в синтезі 
лізину та треоніну витра÷ається у корінебактерій переважно на синтез 
треоніну (рис. 1). Ферìентативна активність гоìосериндегідрогенази 
(ГД) у 15 разів вища за активність дигідропіколінатсинтази, тоìу про-
öес біосинтезу скеровується на виробниöтво треоніну. Біосинтез трео-
ніну регулюється ÀÊ і ГД за принöипоì зворотного зв’язку та репресії  
[18, 21].

Ìодель молекули лізину

The model of lysіn molecule
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Ðис. 1. Схема синтезу лізину через ÄÀП-шлях [7,9].

Приìітка:                  – репресія,                 – ретроінгібування
ЩОÊ – щавлевооöтова кислота, ДÀП  – диаìінопіìелат, ÖÒÊ – öикл три-

карбонових кислот, ГÊ – гоìосеринкіназа, ÒД – треоніндегідрогеназа, 
ÀÊ (аспартаткіназа) ген lysC, ПÊ (піруваткарбоксилаза) ген pyc, ГД 

(гоìосериндегідрогеназа) ген hom, ДÀП -(дігідропіколінатсинтаза) ген dapA, 
(ìалат:гуінон оксидоредуктаза) ген mgo.

Fіg. 1. Scheme of lysіne synthesіs through the DAP-way
Note:                   –   repression,                 –  retroinhibition

ЩОÊ – oxaloacetic acid, ДÀП – diaminopimelat, ÖÒÊ – citric acid cycle, ГÊ – 
homoserine, ÒД – threonine dehydrogenase, ÀÊ – (aspartatkinaza) gene lysC, 
ПÊ – (pyruvatecarboxylase) gene pyc, ГД – (homoserine) gene hom, ДÀП – 
(digidropikolinatsintaza) gene dapA, (malate: guinon oxidoreductase) gene mgo.
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Біосинтез лізину у природних (диких) штаìів розпо÷инається після 
наси÷ення клітини треоніноì, ìетіоніноì та ізолейöиноì [2]. Для підви-
щення рівня синтезу лізину блокується їх синтез шляхоì пригні÷ення 
активності ГД або гоìосеринкінази (ГÊ). Для інтенсифікаöії синтезу 
лізину необхідно в першу ÷ергу усунути пригні÷ення ÀÊ [1, 2, 7]. Öього 
досягали завдяки зниженню внутрішньоклітинного вìісту треоніну або 
ж генети÷ною зìіною ÀÊ, що полягала в десенсибілізаöії до дії лізину та 
треоніну. Більшість проìислових продуöентів öе ауксотрофні або регу-
ляторні ìутанти. Вони не ÷утливі до впливу лізину та треоніну, і уìовно 
розділені на основні класи ìутантів, що продукують лізин [1]:

– ауксотрофи за гоìосериноì з відсутністю активності ГÊ;
– ауксотрофи за треоніноì з відсутністю активності ГД;
– ìетіонін – ÷и треонін÷утливі ìутанти з низькою активністю ГД;
– резистентні ìутанти до антиìетаболітів лізину (найбільш вживаний 

S-(2-аìіноетил)-L-öистеїн) або ж регуляторні, у яких ÀÊ не÷утлива до 
ретроінгібування;

– ауксотрофи за лейöиноì;
– інші аналогорезистентні ìутанти.
Найвищий рівень накопи÷ення лізину (коефіöієнт конверсії глюкози 

складає 30-40%) ìають ауксотрофи за гоìосериноì або лейöиноì [7, 
16, 17].

Генети÷не блокування ГД зупиняє у таких ìутантів синтез треоніну 
та дозволяє, шляхоì обìеження вìісту треоніну в середовищі, зняти 
пригні÷ення ÀÊ. За рахунок повного дефекту ГД спільні попередники 
лізину та треоніну витра÷аються тільки на синтез лізину [18–21].

Àуксотрофи за треоніноì та ìетіоніноì, з генети÷ниì блокуванняì 
гоìосеринкінази (ГÊ), продукують ìенше лізину та одно÷асно накопи-ìенше лізину та одно÷асно накопи- лізину та одно÷асно накопи-
÷ують гоìосерин із збереженняì активності ГД [18].

Продуöенти лізину Brevibacterium flavum ìають знижену активність 
ГД (в 20–50 разів), проте öе забезпе÷ує потребу клітин у гоìосерині. 
Особливий фенотип öих ìутантів зуìовлений властивостяìи ГД. Ðіст 
продуöентів на ìініìальноìу середовищі пригні÷ується у присутності ви-
соких конöентраöій треоніну ÷и ìетіоніну внаслідок голодування за однією 
з öих аìінокислот, що викликає пригні÷ення активності ГД треоніноì ÷и 
репресією синтезу ГД ìетіоніноì. Ìетіонін– ÷и треонін÷утливі ìутанти 
продукують лізин з конöентраöією 20 г/дì3 на середовищах з глюкозою 
[1, 19].

Показано [13, 18–21], що аналогорезистентні ìутанти синтезують 
лізин внаслідок генети÷ної зìіни ÀÊ, яка стала не ÷утливою до дії лізину 
та треоніну. Àналогорезистентні ìутанти, які ìають тільки зìінену ÀÊ 
продукують лізин з конöентраöією 15 г/дì3 на середовищі з глюкозою. 
Ìутанти стійкі до шту÷ного пригні÷ува÷а аспартаткінази S-(2-аìіноетил)-
L-öистеїну (аналогу лізину), у яких вихід лізину досягає 33 г/дì3, синте-
зують ферìент у 100 разів ìенш ÷утливий порівняно з вихідниì штаìоì. 
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Ðегуляторні ìутанти отриìують за допоìогою трансдукöії, здійснюю÷и 
при öьоìу відбір спо÷атку окреìих ìутантів з розбалансованиì ìеханіз-
ìоì регуляöії. В результаті, у одного штаìу послідовно закріплюється 
стійкість до кількох аналогів [5, 18, 20–22]. 

Характерною особливістю продуöентів є здатність до перетворення 
проìіжної ланки лізину піперидин-2,6-дикарбоксилату до диаìінопіìе-
лату двоìа шляхаìи. Перший шлях складають три реакöії за у÷астю 
сукöиніл-аìінокетопіìелату, та сукöиніл-аìінопіìелату, другий шлях – 
одна реакöія з у÷астю диаìінопіìелат дегідрогенази. Ðозподіл потоку за 
öиìи двоìа шляхаìи регулюється присутністю іонів аìонію та біотину 
в середовищі, за допоìогою ферìентів, що кодували гени mgo, pyc, dap 
[7, 9, 21].

«Потокоì» від аспартату до лізину, керували аспартаткіназа (зворот-
ний зв’язок) та дигідропіколінатсинтаза. Отриìано ìутанти з підвищениì 
синтезоì лізину, у яких виявили посилену дію вказаних ферìентів (гени 
lys C та/або dapA) [10, 13, 20, 21].

Підвищення біосинтезу лізину зуìовлено ауксотрофниìи ìутаöіяìи, 
які блокують один з етапів синтезу треоніну та спряìовують проöес на 
утворення лізину.

З ìетою розширення виробниöтва аìінокислот та підвищення еконоìі÷ної 
ефективності технологій, розроблено та впроваджено способи, збільшення 
виходу öільової аìінокислоти [2, 4]. Iнтенсифікаöія біосинтезу здійснюється 
як використанняì високопродуктивних штаìів [2, 4, 5], так і біотехно-
логі÷ниìи заходаìи (розширенняì спектру використання субстратів, 
оптиìізаöією уìов культивування, вдосконаленняì ìасообìінних проöесів 
та технологі÷ного обладнання) [2, 11, 12, 23–25]. Шляхи інтенсифікаöії 
біосинтезу лізину представлено на рис. 2. 

Ñировиною для одержання лізину зазви÷ай є ìеляса, сахароза, сульфат 
аìонію, фосфати, кукурудзяний екстракт [2–4]. Штаìи-продуöенти лізину 
використовують як субстрат окреìі хіìі÷ні сполуки, природні поліìери 
та відходи хар÷ових і сільськогосподарських виробниöтв [2, 4, 18].

Використання в технології лізину ауксотрофних ìутантів також 
пов’язано з інтенсифікаöією біосинтезу. Öе стосується, в першу ÷ергу, 
складу поживних середовищ та уìов культивування, які індивідуально 
підбирали для кожного нового штаìу [4, 5, 19].

Для підвищення синтезу лізину суттєвиì є проöес забезпе÷ення 
стабілізаöії основних параìетрів культивування на стадії ферìентаöії, 
оскільки вихід öільової аìінокислоти залежить від теìператури середови-
ща, інтенсивності аераöії, тривалості ферìентаöії, дози та віку інокуляту 
[2, 4, 18], а також від наявності біологі÷но активних ре÷овин (БÀÐ) у 
середовищі культивування штаìів-продуöентів [2, 4]. 

Окріì джерел вуглеöю, азоту та фосфору у середовище вносили як 
ростовий фактор та джерело БÀÐ кукурудзяний екстракт (1,2–1,5% за 
сухою ре÷овиною). Дослідження [18, 21] показали, що за наявності в се- 21] показали, що за наявності в се-21] показали, що за наявності в се-
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Ðис.2. Шляхи інтенсифікації біосинтезу лізину

Fіg.2. The ways to іntensіfy the bіosynthesіs of lysіne

редовищі ìетіоніну, треоніну та біотину з конöентраöією 15–20 ìкг/дì3, 
штаì-продуöент синтезував лізин. При зìеншенні конöентраöії біотину 
(7–13 ìкг/дì3) у культуральній рідині накопи÷увалась глутаìінова кис-
лота. При зниженні вìісту біотину до 2,5 ìг – утворювалась ìоло÷на 
кислота.

Оптиìальниì співвідношенняì вуглеöю та азоту в середовищі було 
11:1, при збільшенні ÷астки вуглеöю (зсув вліво) вихід лізину знижував-
ся, а при зìеншенні ÷астки азоту (зсув вправо) – накопи÷увався аланін. 
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Ðівень аераöії (повітря/середовище) за хвилину складав 1:1 (v/v). При 
зìеншенні аераöії утворювалась ìоло÷на кислота [22].

На першу добу ферìентаöії за періоди÷них уìов продуöенти вико-за періоди÷них уìов продуöенти вико-іоди÷них уìов продуöенти вико-оди÷них уìов продуöенти вико-продуöенти вико-
ристовували до 25% öукрів і при öьоìу накопи÷ували біоìасу. Далі, на 
тлі зниження швидкості росту, клітини активно синтезували лізин. Для 
стабілізаöії рН періоди÷но проводили титрування 25%-ì роз÷иноì аìі-
аку. При додатковоìу дробноìу внесенні öукру та азоту (підживлення) 
отриìували підвищений вихід лізину. Òакиìи технологі÷ниìи заходаìи 
досягали кінöевих конöентраöій лізину 40 г/дì3, а залишкова конöентра-
öія öукру складала 0,5–1,0 г/дì3 [19].

Одниì із способів підвищення синтезу лізину є застосування підживлен-
ня (внесення додатково ìеляси) в проöесі періоди÷ної ферìентаöії штаìу 
Brevibacterium sp. та збільшення дози посівного ìатеріалу [2, 18].

Ó проìисловоìу виробниöтві лізину відходи öукрового і крохìалепа-
токового виробниöтв було заìінено на синтети÷ну оöтову кислоту [18]. В 
зв’язку з токси÷ністю аöетату для продуöента необхідно було поступове 
надходження аöетату у культуральну рідину, при öьоìу конöентраöія 
його в середовищі не повинна була перевищувати 2%. Додаткове вне-
сення öукру (1%) у ферìентаöійне середовище підвищувало вихід лізину 
на 30–50%, коефіöієнт конверсії аöетату складав 27%. Êонöентраöія 
лізину при öьоìу досягала 40–50 г/дì3 [18,19].

Ìутантні штаìи B. flavum, здатні на аöетатноìу середовищі забез-
пе÷ити вихід лізину до 73 г/дì3 [18]. За однакових параìетрів культиву-
вання одержано вдві÷і більше лізину при використанні оöтової кислоти, 
ніж при використанні ìеляси [19].

Підвищення конöентраöії лізину у ÊÐ (до 16,6 г/дì3 ) відìі÷ено у 
штаìу-продуöенту B. flavum, (ауксотроф за гоìосериноì, стійкий до дії 
S-(2-аìіноетил)-L öистеїну) при внесенні у середовище 2% диìетилсуль--(2-аìіноетил)-L öистеїну) при внесенні у середовище 2% диìетилсуль-L öистеїну) при внесенні у середовище 2% диìетилсуль- öистеїну) при внесенні у середовище 2% диìетилсуль-
фоксиду. Iнтенсифікаöія синтезу у öього ìутантного штаìу відìі÷ена вже 
÷ерез 28 годин після по÷атку ферìентаöії [26]. Для підвищення синтезу 
використовували інтенсивне переìішування або збага÷ене киснеì пові-
тря [27].

Підвищення конöентраöії лізину до 58 г/дì3 отриìано при культиву-
ванні ìутантного штаìу, резистентного до S-(2-аìіноетил)-L-öистеїну, 
залежного від гоìосерину і лейöину та ÷утливого до 2-фторпірувату 
натрію [18].

Використання ìутантів Corynebacterium glutamicum 9366–AEC/100, 
гоìосеринзалежних і стійких до S-(2-аìіноетил)-L-öистеїну, гідроксаìату 
лізину дає вихід лізину в кількості 35 г/дì3 [5, 23, 24].

Штаìи-продуöенти Brevibacterium sp, іììобілізовані на кульках з 
гелю альгінату на середовищі з глюкозою протягоì 120 годин синтезу-
вали лізин у конöентраöії 60 г/дì3 [28].
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Ìутантний штаì Brevibacterium sp. 90 накопи÷ував 65 г/дì3 лізину 
за 72 години культивування в лабораторних уìовах та до 56 г/дì3 за 60 
годин в проìислових уìовах. Êонверсія öукру складала 45–49%. [18].

Ìаксиìальний рівень синтезу лізину досягнуто за уìов безперервно-
го культивування ìутантного штаìу Corynebacterium glutamicum B–6 
(до105 г/дì3) [29]. 

З ìетою інтенсифікаöії біосинтезу лізину розроблено генно-інженерні 
ìетоди отриìання надпродуöентів аìінокислот з використанняì E. coli [7, 
30–33]. Òакі надпродуöенти за проìислових уìов виявилися не стійкиìи 
і не давали підвищеного виходу öільових аìінокислот [2, 18, 19,].

Òакиì ÷иноì, визна÷ення ìетаболі÷них шляхів, шляхів регулювання 
біосинтезу [34], оптиìальних параìетрів культивування [2, 4, 35–37], уìож-
ливлюють інтенсифікаöію ìікробіологі÷ного синтезу лізину.
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ÐÅÃУËÈÐÎÂÀÍÈÅ È ПУÒÈ ÈÍÒÅÍСÈФÈÊÀÖÈÈ ÁÈÎСÈÍÒÅЗÀ 
ËÈЗÈÍÀ

Ðеферат

В обзоре проанализированы пути интенсификаöии ìикробиологи-
÷еского синтеза лизина, который используется в производстве корìов, 
пищевой и фарìаöевти÷еской проìышленности. Представлена биохиìи-
÷еская схеìа регулирования и синтеза лизина бактерияìи ÷ерез диаìи-
нопиìелат. Показано, ÷то повышенный синтез незаìениìых аìинокислот 
у ìикроорганизìов связан с определенныìи ìутаöионныìи нарушенияìи 
регуляторного контроля биосинтеза. Отражены технологи÷еские способы 
повышения биосинтеза лизина. Óказано, ÷то за с÷ет технологи÷еских при-
еìов биосинтез лизина достигал уровня 30–50 г/дì3, а штаììы-ìутанты 
в со÷етании с биотехнологи÷ескиìи приеìаìи производили 50–70 г/дì3 
и обеспе÷ивали 40% конверсию субстрата в аìинокислоту.

Êлю÷евые  слова :  ауксотрофность, биосинтез, интенсификаöия, 
лизин, продуöент.
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REGULATION AND INTENSIFICATION WAYS OF LYSINE 
BIOSYNTHESIS

Summary

There were analysed in the review the ways of intensification of the 
microbiological synthesis of lysine, used in the production of food, feed 
and pharmaceutical industries. The biochemical synthesis scheme of lysine 
by bacteria through diaminopymelat and its regulation was examined. It 
was shown that increased synthesis of amino acids in microorganisms 
was associated with specific mutation disruption of regulatory control of 
biosynthesis. The technological ways of improvement of lysine biosynthesis 
were represented. It was shown lysine biosynthesis reached the level of 
30–50 g/dm3 due to the technological methods and mutant strains in 
combination with the biotechnological techniques produced 50–70 g/dm3 
and provided 40% conversion of the amino acid substrate.

Ê e y  w o r d s : auxotrophy, biosynthesis, intensification, lysine, 
producer.


