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Одним из наиболее перспективных мето�
дов получения аминокислот является их
синтез с помощью микроорганизмов. Таким
способом были получены аминокислоты,
синтез которых из предшественников явля�
ется экономически целесообразным. Приме�
ром может быть получение аспарагиновой
кислоты из фумарата, а также аминокислот,
синтез которых из�за отсутствия предшест�
венников у природных микроорганизмов не
наблюдается [1–3]. 

Получение триптофана из предшествен�
ников представляет собой направленный
и регулируемый процесс биосинтеза. Наибо�
лее эффективным способом является синтез
триптофана дрожжами из антраниловой
кислоты, однако он имеет определенные не�
достатки. Значительная токсичность не поз�
воляет вводить ее в среду в количестве, необ�
ходимом для экономически целесообразного
синтеза триптофана, а почасовое введение
усложняет процесс. 

Целью работы был поиск продуцента
триптофана среди бактериальных культур и
определение условий увеличения продук�
тивности его синтеза.

Материалы и методы

Объектом исследований служили бакте�
рии Corynebacterium glutamicum штаммов
Т�1, Т�2, Т�3, из «Коллекции штаммов мик�
роорганизмов и линий растений для пище�
вой и сельскохозяйственной биотехноло�
гии» Института пищевой биотехнологии
и геномики НАН Украины.

Культуры хранили на мясопептонном
агаре (мясопептонный бульон с 2% агара).
Культивирование бактерий проводили на
обогащенном мясопептонном агаре (состав:
мясопептонный бульон — 100 см3, глюкоза —
0,1 г, дрожжевой экстракт — 0,25 г, агар —
2%) при 30 °С в течение суток, после чего пе�
реносили клетки из расчета 15 млн КОЕ/см3

среды в стерильные колбы объемом 100 см3

с 30 см3 жидкой среды следующего состава
(г/ дм3): глюкоза — 20, (NH4)2SO4 — 20,
KH2PO4 — 1, MgSO4·7H2O — 1, солодовый
экстракт — 10, мел — 1. Культивирование
бактерий осуществляли в шейкере�инкуба�
торе BIOSAN ES�20 (Латвия) при 240 об/мин
и температуре 30 °С в течение 24 ч.
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Проведен поиск штамма�продуцента триптофана среди бактериальных культур из «Коллекции
штаммов микроорганизмов и линий растений для пищевой и сельскохозяйственной биотехнологии»
Института пищевой биотехнологии и геномики НАН Украины. Отобран продуцент триптофана
Corynebacterium glutamicum Т�3, который накапливает 4 г/дм3 триптофана в культуральной жидкос�
ти. Исследовано влияние источников углерода на синтез триптофана. Наибольшая активность син�
теза триптофана выявлена при использовании мелассы. Рассмотрено участие в биосинтезе триптофа�
на некоторых его предшественников: индола, индолпировиноградной кислоты, индолмолочной
кислоти; смесей: индол + L�серин, индол + L�цистеин, индол + DL�аланин. Внесение предшественни�
ков синтеза триптофана в среду стимулирует его накопление в культуральной жидкости. Показана
возможность получения триптофана экономически доступным способом при условии замены в среде
дорогостоящих предшественников на более дешевое сырье — мелассу.
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Для определения влияния различных ис�
точников углеводов и биологически актив�
ных веществ на синтез триптофана бактерии
выращивали на энзиматической среде ос�
новного состава (г/дм3): пептон — 10, дрож�
жевой экстракт — 5, хлористый натрий — 5,
сульфат аммония — 0,5. В среду вносили со�
ответствующее количество исследуемых ве�
ществ в зависимости от поставленной задачи
(г/дм3): мелассы — 2–20; сахарозы — 20;
глюкозы — 20; индола — 0,15–0,5; серина —
0,3; индолпировиноградной кислоты — 0,5;
индолмолочной кислоты — 0,5; смесей (в со�
отношении соответственно): индол + L�се�
рин (1:2); индол + L�цистеин (1:2); индол +
DL�аланин (1:2).

Качественные показатели мелассы опре�
деляли по ГОСТ 30561�98. Для исследова�
ний была взята меласса с такими показате�
лями (%): сухие вещества — 81,2; сахароза —
50; доброкачественность (соотношение ко�
личества сахара к сухим веществам) — 61,6;
рН — 6,8.

Количественный и качественный состав
аминокислот мелассы устанавливали с помо�
щью аминокислотного анализатора ААА 400
(Чехия). 

После выращивания, по истечении 1–7 сут,
клетки осаждали центрифугированием
и в культуральной жидкости выявляли
триптофан методом тонкослойной хромато�
графии на пластинках Силуфол UV�254
(Чехия).

Статистическая обработка была сделана
с помощью программы Microsoft Excel. Все
опыты проводились в 3 повторах. 

Результаты и обсуждение

Из исследуемых штаммов C. glutamicum
Т�1, Т�2, Т�3 наиболее продуктивным ока�
зался штамм Т�3. При одинаковых условиях
культивирования штаммы Т�1 и Т�2 синте�
зировали триптофан в концентрациях 1,2
и 2,0 г/дм3 соответственно, а штамм Т�3 —
4 г/дм3 (рис. 1). 

Все дальнейшие исследования проводи�
ли со штаммом Т�3.

В работе [4] показано, что микроорганиз�
мы, накапливающие триптофан в культу�
ральной жидкости, могут осуществлять этот
процесс при использовании его предшест�
венников. Штамм C. glutamicum Т�3 синте�
зировал триптофан из индолпировиноград�
ной кислоты и из других производных
индола (табл. 1).

Относительно более высокая интенсив�
ность синтеза триптофана наблюдалась при
внесении в среду индола (0,282 г/дм3) в срав�
нении с его производными — ИПК и ИМК
(концентрация триптофана 0,215 г/дм3

и 0,185 г/дм3, соответственно). Выход трип�
тофана при внесении в среду индолилпиро�
виноградной кислоты оказался выше по
сравнению с индолилмолочной. Возможно,
в данном случае оксикислота (индолилмо�
лочная) сначала подвергалась дегидратации
с образованием своего кетоаналога (индо�
лилпировиноградной кислоты), а последний
путем восстановительного аминирования
превращался в триптофан. 

Внесение отдельных дополнительных
аминокислот в среду в разной степени акти�
вирует синтез триптофана [5, 6]. 

Нами исследовано влияние серина, а так�
же цистеина и аланина (аминокислот с близ�
кими молекулярными структурами) на био�
синтез триптофана. Аминокислоты были
взяты в избытке по отношению к индолу,
чтобы «сдвинуть» реакцию в сторону образо�
вания триптофана. 

Рис. 1. Синтез триптофана C. glutamicum
штаммами Т+1, Т+2, Т+3

(в качестве контроля использовали чистую среду,
данные достоверны по отношению к контролю) 

Таблица 1. Синтез триптофана 
из различных предшественников 

(в качестве контроля использовали чистую среду,
данные достоверны по отношению к контролю) 

Выход Индол 
Индолпирови+
ноградная кис+

лота (ИПК)

Индолмо+
лочная кис+
лота (ИМК)

г/дм3

среды 0,282 0,215 0,185 

% от вве�
денного

предшест�
венника

57,8 43,9 38,3 
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Из результатов, представленных в табл. 2,
следует, что серин и, в меньшей степени,
цистеин увеличивали выход триптофана.
Это можно объяснить тем, что необходимое
количество серина (или цистеина) поступает
из внутриклеточного аминокислотного пу�
ла, поэтому его избыток приводит к повыше�
нию интенсивности синтеза триптофана.
Аланин практически не ускорял синтез
триптофана. Полученные результаты под�
тверждают предположение авторов [5, 6]
о стимулирующем действии аминокислот на
синтез триптофана.

Источником энергии, необходимой для
жизнедеятельности микроорганизмов, мо�
гут быть различные углеродсодержащие сое�
динения, главными из которых являются
углеводы. Ранее в работах [6–8] показано,
что на синтез триптофана помимо приведен�
ных выше факторов оказывали влияние
и источники углерода. Для оптимизации
процесса биосинтеза триптофана необходи�
мо было подобрать определенный источник
углерода.

При культивировании продуцента на раз�
личных углеводах (рис. 2) установлено, что
при оптимальных условиях выращивания
накопление биомассы и синтез триптофана
находятся в прямой зависимости и не зависят
от используемого источника углерода.

При внесении одинакового количества
углеводов (20 г/дм3) наибольшее накопление
биомассы и триптофана наблюдается на сре�
де с мелассой (для биомассы — 16 г/дм3, для
триптофана — 7,7 г/дм3). Наименьшие пока�
затели накопления биомассы и синтеза
триптофана были на среде с глюкозой —
11,4 г/дм3 и 7,4 г/дм3, соответственно.

Это можно обьяснить тем, что меласса
представляет собой комплексную среду, со�
стоящую из разных природных компонен�
тов. Состав мелассы в основном представлен
сахарозой (45–50%), несахарами — органи�
ческими (безазотистыми и азотсодержащи�

ми) и неорганическими (зольными вещест�
вами) соединениями, ростовыми веществами
и аминокислотами [8, 9], которые и являют�
ся источниками энергии для жизнедеятель�
ности бактерий C. glutamicum. 

На размножение и физиологическую ак�
тивность бактерий влияет не только источ�
ник углевода, но и его количество. 

Для определения минимального содер�
жания мелассы в среде с целью интенсифи�
кации синтеза биомассы нами были проведе�
ны исследования по влиянию концентрации
введенной мелассы и установлено оптималь�
ное содержание ее в среде (рис. 3).

Динамика синтеза биомассы с использо�
ванием различных концентраций мелассы в
среде показывает, что увеличение количест�
ва вносимой мелассы от 2 г/дм3 до 10 г/дм3

приводит к повышению прироста биомассы
до 16 г/дм3. С увеличением концентрации

Таблица 2. Влияние аминокислот 
на синтез триптофана 

(в качестве контроля использовали чистую среду,
данные достоверны по отношению к контролю) 

Выход Индол 
Индол +
L+серин

(1:2)

Индол +
L+цисте+
ин (1:2)

Индол +
DL+ала+
нин (1:2)

г/дм3

среды
0,285 0,320 0,311 0,284 

% от вве�
денного

предшест�
венника

57,9 64,3 61,3 57,8 

Рис. 2. Влияние источника углерода на синтез
биомассы и триптофана 

(в качестве контроля использовали чистую среду,
данные достоверны по отношению к контролю) 

Рис. 3. Влияние концентрации введенной 
мелассы на синтез биомассы 

(в качестве контроля использовали чистую среду,
данные достоверны по отношению к контролю) 
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мелассы свыше 10 г/дм3 синтез биомассы
снижался. Это можно объяснить тем, что по�
вышенное содержание углеводов, солей и су�
хих веществ в среде ингибирует размноже�
ние бактерий. Определено, что оптимальное
количество вносимой в среду мелассы —
10 г/дм3. При этом накапливалось макси�
мальное (16 г/дм3) количество биомассы.

В наших опытах добавление в среду ами�
нокислот и предшественников синтеза трип�
тофана приводило к увеличению накопле�
ния его в среде (табл. 1 и 2). Качественный и
количественный аминокислотный состав ис�
следуемой мелассы приведен в табл. 3. 

Присутствие в мелассе таких аминокис�
лот, как серин, цистин и аланин, дает воз�
можность заменить введение этих предшест�
венников в среду мелассой, что и было
показано в наших исследованиях. 

Исследовано влияние состава аминокис�
лот мелассы на продуктивность синтеза
триптофана. В качестве контроля была ис�
пользована среда с чистой сахарозой и пред�
шественниками синтеза триптофана индо�
лом и серином. Полученные результаты
представлены на рис. 4.

Сравнение среды, содержащей сахарозу,
со средой, в которую внесена меласса в при�
сутствии предшественников триптофана,
показало, что присутствие мелассы в этих
средах ингибирует синтез триптофана.

Более высокая активность синтеза трип�
тофана наблюдалась при введении только
мелассы. В меньшей мере увеличивала вы�
ход триптофана смесь (серин + индол + саха�
роза). Наименьшее количество триптофана
накапливалось в среде со смесью (серин +
индол + меласса), т. е. дополнительное вве�
дение в среду предшественников триптофа�
на ингибирует процесс его синтеза, а мелас�
са содержит достаточное количество индола
и серина для синтеза триптофана и не требу�
ет их дополнительного внесения в среду.

Таким образом, проведенные исследова�
ния показали, что триптофан может быть
получен экономически доступным способом
при условии замены в среде дорогостоящих
и нестойких предшественников синтеза
триптофана на более дешевое сырье — ме�
лассу.

Таблица 3. Качественный и количественный
состав аминокислот мелассы

Аминокислота 

Количество

% мг/г сухих
веществ

Лейцин 0,75 9,0 

Изолейцин 0,92 11,0 

Фенилаланин 0,34 4,0 

Валин 0,22 3,0 

Метионин 0,34 4,0 

Триптофан 0,25 3,0 

γ�Аминомасляная кислота 1,35 17,0 

Тирозин 0,75 9,0 

Пролин Следы Следы 

Аланин 1,1 14,0 

Треонин 0,22 3,0 

Глицин 0,35 4,0 

Глутаминовая кислота 1,22 15,0 

Серин 1,6 20,0 

Аспарагиновая кислота 0,35 4,0 

Аргинин Следы Следы 

Гистидин Следы Следы 

Лизин Следы Следы 

Цистин Следы Следы 

Рис. 4. Синтез триптофана на разных средах
(данные достоверны по отношению к контролю) 

Предшественники, вносимые в среду
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