Pfiprava L-lysinu s mutantami rodu Corynebacterium

RNDr. JIRI PLACHY - Ing. STANISLAV ULBERT, Vyzkumny Gstav antibiotik a biotransformaci, Roztoky u Prahy

Kli¢ovd slova: Corynebacterium
sinu

Vhodngmi producenty lysinu, aplikovan§mi pfi fermen-
tatni pFipravé, jsou mutanty koryneformnich baktérif,
pfedeviim mutanty rodd Corynebacterium a Brevibacte-
rium. Zprvu pouZivané auxotrofnfi mutanty byly nahra-
zeny mutantami regulaénimi, se zm&n&nymi vlastnsstmi
enzymil, hrajicich kli€ovcu roli v regulaci biosyntézy.
Tyto mutanty byly selektovany jako mutanty rezistentni
k analogim aminokyselin, tj. ldtkdm strukturou podob-
nym aminokyselindm. Z analogii lysinu se nejvice osvéd-
¢il sirny analog S-/2-aminoethyl/-L-cystein (AEC). Mu-

analogy lysinu obsahujict chlor
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Obr. 1. Struktura analogii lysinu obsahujicich chlor

glutamicum, mutanty rezistentni k chlorkaprolaktamu a chiorlysinu, produkce ly-

tanty rezistentni k tomuto analogu hromadily v médiu
vyznamnd mnoZstvi lysinu (Sano a Shiio, 1970). S dspé-
chem byly také pouZity analogy lysinu obsahujici v mo-
lekule chlor, jako napf. chlorkaprolaktam (Kubota et
al., 1976), predstavujici laktam 2-chlor-6-aminohexakar-
bonové kyseliny. Jak piisobi analog lysinu lidici se od
lysinu, kter§ je moZno povaZovat za 2 6-diaminohexakar-
bonovou kyselinu, toliko substituci vodiku v poloze 4
chlorem, bylo zji¥fovdno s pouZitim chlorlysinu (2,6-dia-
mino-4-chlorhexakarbonové kyseliny). (Struktura t&chto
analogl je uvedena na obr. 1.)

Cilem prdce bylo srovnéni Ginnosti t&chto dvou ana-
logli obsahujicich chlor pfi izolaci rezistentnich mutant
Corynebacterium glutamicum schopnych hromadit v mé-
diu lysin ve v§znamn§ch mnoZstvich.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Jako vychozi organismus pro izola-
ci mutant rezistentnich k 2-monochlorkaprolaktamu
(CHKLR-mutanty) a k chlorlysinu (CHLR-mutanty) byla
vybrédna mutanta Corynebacterium glutamicum 9366-AEC/
100 rezistentni k AEC, stimulovana v riistu homoserinem
a produkujfci lysin (&s. pat., 1982).

Chemikélie: K indukci mutant byl pouZit ethylmethan-
sulfondt fy Koch and Light. Analogy lysinu — 2-m:no-
chlorkaprolaktam a chlorlysin — byly syntézovdny ve
Vyzkumném dstavu antibiotik a biotransformaci.
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Média: Pii izolaci mutant bylo pouZito kompletni (KM])
a miniméalni médium (MM) (Lederberg, 1950). Izolované
mutanty byly produkéng hodnoceny v baikach dvoustup-
fiovou kultivaci s pouZitim inokulatniho média CSL-B a
produkéniho média B tohoto sloZeni: médium CSL-B (%):
glukosa — 2, kukufing v§luh — 1,5; médium B (%):
sacharosa — 18, kukufiény vyluh — 1,5, kysely hydroly-
zat arasidové mouky — 45 (% obj.), (NH;),80; — 1,
KH,PO, — 0,1, MgS0, . 7H,0 — 0,15, CaCO; — 3. PFi kul-
tivacich ve fermentatnich tancich bylo uZito inokula&ni
médium CSL-B-S (%): sacharosa — 2,5, kukufitny v§luh
— 4 a produk&nf médium B—F (%): melasa — 20, kuku-
Fitng v§luh — 4, (NH),S04 — 25, KH,PO, — 0.2,
MgS0, . 7H,0 — 0,03. pH v3ech médif bylo 7,0. Obsah su-
giny v kukuFiéném v§luhu &inil 65 %.

Izolace mutant: Bun&&nd suspenze vychoziho kmene,
vyrostld po 18hodinové submerzni kultivaci v KM, byla
po promyti fosfatovym pufrem (pH 7,2) vystavena 18hc-
dinovému plsobeni 0,05 M ethylmethansulfonatu. Sus-
penze po aplikaci mutagenu, promyti a natedéni byla
ofkovdna na plotny s MM doplnéné 1 mg/ml 2-mono-
chlorkaprolaktamu (chlorlysinu). Kolonie rezistentnich
mutant, vyrostlé na plotnach po 3denni inkubaci pfi
28°C, byly vyotkovdny na 3ikmé agary.

Kultivace: Mutanty byly produk&n& hodnoceny tak, Ze
24hodinovym inokulem vyrostlym v médiu CSL-B byly
otkovény baiiky s médiem B a zaotkované bafiky byly
inkubovany 4 dny. Pro kultivace v laboratornim méfitku
byly uzity 500 ml varné baiiky, plnéné 60 ml média
CSL-B a 20 ml média B, které byly inkubovéany pfi 28 °C
na rotaéni t¥epatce (frekvence — 3,7 Hz, vystfednik —
— 25 mm). Kultivace ve fermentanich tancich byly
provadény pfi 29°C v 20 1 tancich, plnénych 10 1 média
B—F a zaofkovanych 5% (obj.) 24hodinového inokula,
pripraveného v baiikdch s médiem CSL-B-S; tanky byly
michény frekvenci 6,8 Hz a vzduSnény 5 1/min vzduchu;
délka kultivace 5 dni; pH b&hem fermentace udrZovano
amoniakem na hodnoté 7,0.

Analytické metody: Rist byl zjitovan gravimetrickym
stanovenim susiny. Lysin byl stanovovan manometrickou
metodou s pouZitim dekarboxylasy lysinu (Gale, 1946).
Spotieba sacharosy byla zjisfovana s pouZitim analyza-
toru glukosy Glukose analyzer 2 (Beckman, U. S. A)). pH
bylo méfeno pH-metrem OP-208 (Radelkis, Madarsko).

VYSLEDKY A DISKUSE

PFi zjidtovani citlivosti Corynebacterium glutamicum
9366-AEC/100 k inhibi¢nimu G&inku 2-monochlorkaprolak-
tamu a chlorlysinu byl sledovan relativni rist v pfitom-
nosti 10, 100, 1000 a 10000 ug/ml analogii. Rist byl in-
hibovdn na 10 % jiZ 100 ug/ml, a to jak v pfipadé 2-mo-
nochlorkaprolaktamu, tak chlorlysinu. Vychozi organis-
mus je tedy zna&nd citlivy k inhibi¢nimu @&inku zkou-
Zenych analogil.

CHKLR-mutanty a CHLR-mutanty byly indukovany 18ho-
dinovym piisobenim 0,05 M ethylmethansulfondtu. Tato
doze mutagenu se osvéd€ila jako optimlni pfi izolaci
mutant kmene Corynebacterium sp. 9366 (Neédsek et al.,
1967) a byla s Gsp&chem pouZita i pfi izolaci mutant to-
hoto kmene produkujicich i jiné aminokyseliny neZ lysin
(Plachy, 1975, 1979). Izolované CHKLR- a CHLR-mutanty
byly podrobeny produk&énimu hodnoceni s cilem zjistit,
které z nich hromadi v médiu lysin. Vysledky izolace a
produkénfho hodnoceni mutant jsou shrnuty v tab. 1 a 2.

Z celkového po&tu 920 testovangch kolonii bylo izolo-
véno 40 CHKLR-mutant a 39 CHLR-mutant. Ze 79 izolova-
nych mutant produkovalo lysin 24 CHKLR-mutant a
20 CHLR-mutant. Co se ty&e poftu izolovanych mutant a

Tab. 1. I1zolace CHKLR-mutant Corynebacterium glutami-
cum 9366-AEC/100 produkujicich lysin

Tab. 2. Izolace CHLR-mutant Corynebacterium glutami-
cum 9366-AEC/100 produkujicich lysin

Pocet otestovanych kolonii 414

Polet izolovanych mutant | 39

Procento izolovanych mutant 9,42
R

Potet CHL -mutant produkujicich lysin 20

R
Procento CHL -mutant produkujicich lysin 51,28

Potet otestovanych kolonii \ 506

Pocet izolovanych mutant | 40
Procento izolovanych mutant | 7,91
{

Procento CHKL -mutant produkujicich lysin 66,0

R
Potet CHKL -mutant produkujicich lysin } 24
R

po&tu mutant produkujicich lysin, nebyl zaznamenan vy-
razny rozdil pfi aplikaci 2-monochlorkaprolaktamu a
chlorlysinu.

Z izolovanych mutant produkujicich lysin byly vybrdany
2 CHKLR-mutanty a 6 CHLR-mutant, v§razn& prevy3ujicich
svou produkci kontrolni v§chozi kmen. O produkci téch-
to mutant informuje tab. 3.

Tab. 3. Produkce lysinu CHKLR-mutantami a CHLR-mu-
tantami Corynebacterium glutamicum 9366-AEC/100

Produkce
4. dne
g

oznageni mutanty % kontroly

C. glutamicum 9386-AEC/100/CHKL-4 31,0 108,90
C. glutamicum 9366-AEC/100/CHKL-30 30,5 105,17
C. glutamicum 9386-AEC/100/CHL-19 31,0 108,90
C. glutamicum 9386-AEC/100/CHL-22 31,5 108,62
C. glutamicum 9366-AEC/100/CHL-23 31,5 108,62
C. glutamicum 9366-AEC/100/CHL-31 31,0 106,90
C. glutamicum 9366-AEC/100/CHL-33 33,0 113,79
C. glutamicum 9366-AEC/100/CHL-37 35,0 120,69
C. glutamicum 9386-AEC/100 29,0 100,00

Jak je zFejmé z tabulky, chlorlysin se osvédEil jako
G¢inn&j3i analog pfi izolaci mutant s relativn& vy3si pro-
dukcf lysinu. Maximdlni produkce byla zaznamenéana
s mutantou Corynebacterium glutamicum 9366-AEC/100/
CHL-37 (35 g/1). Vy33i G&innost chlorlysinu pFi selekci
producenti lysinu je patrné podmin&na substituci vodiku
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Obr. 2. Kultivace mutanty Corynebacterium glutamicum
9366-AEC/100/-CHL-37

Kiivka 1 — lysin (mg/ml), kiivka 2 — suSina (mg/ml),
kfivka 3 — cukr (mg/ml), kfivka 4 — pH
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reaktivnim chlorem v molekule li3ici se od molekuly ly-
sinu toliko touto substituci.

Mutanta C. glutamicum 9366-AEC/100/CHL-37 byla vy-
brdna pro detailngj3i studium. V mé&fitku 2 1 fermentac-
nich tankd byla touto mutantou ov&Fena vhodnost pro-
dukéniho média B—F, v némZ sacharosa byla nahrazena
melasou a kysely hydrolyzat araSidové mouky vétSim
mnoZstvim kukuFi¢ného extraktu. V tomto médiu, zaoc-
kovaném inokulem vyrostlym v médiu CSL-B-S, byl sle-
dovan prb&h kultivace C. glutamicum 9366-AEC/100/CH-
L-37 (obr. 2).

Po maximu narfistu 2. dne kultivace bylo dosaZeno
maxima produkce 4. dne, a to 45 g/l lysinu. Cukr byl
v priib&hu celé kultivace spotfebovavdn. pH po polatec-
nim vzestupu 1. dne mélo sestupnou tendenci; od 3. dne
kultivace nastal vzestup a na konci kultivace dosdhlo pH
hodnoty 7,1.
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Plachy, J. - Ulbert, S.: PFiprava L-lysinu s mutantami rodu Coryne-
bacterium. Kvas. priim. 31, 1985, &. 7—8, s.159—161.

Byla srovnavéna uginnost dvou analogil lysinu obsahujicich chlor,
a to 2-monochlorkaprolaktamu a chlorlysinu — pfi ziskavani pro-
ducentl lysinu. Byla izolovdna mutanta Corynebacterium glutami-
cum 9366-AEC[100/CHL-37, rezistentni k chlorlysinu a produkujici po
¢tyfdenni kultivaci v 201 fermentaénich tancich 45 g L-lysinu,

Maaxu, 0., Yasbepr, C.: lpurorosienne L-au3uHa ¢ my-
Tautamn Corynebacterium. Kgac. npym. 31, 1985, Ne 7—8,
cTp. 159—161.

Cpapunanace 3(QQeKTHBHOCTb JBYX aHA4JOros JH3HHA
— XJIOpKanpoJiaktaMa H XJOpJH3HHAa — H3 TOYKH 3peHHs
NOJydeHHs] IUTaMMOB — TpPOAYIEHTOB JIH3HHA. ¥aJoch
nonyunte myranr Corynebacterium glutamicum 9366-AEC/
/100/CHL-37, xOTOpH{i GBI YCTOHUHB K XJOPJH3HHY H KO-
TOpHIfi cnocoGeH oGpasoBaTh B (hepMenTepe eMKOcTbiO 20 a1
nocie 4 CyTOK KyJAbTHBHpOBaHHs 45/r/a1 Jau3nHa.

Plachy, ]. - Ulbert, S.: Preparation of lysire by mutants of Coryne-
bacterium. Kvas. prim. 31, 1985, No, 7—8, pp. 159—161.

Two lysine analogues containing chlorine (2-monochlorcapro-
lactam, chlorlysine) were compared from the point of view of their
capability to select mutants producing lysine. The mutant Coryne-
bacterium glutamicum 9366-AEC/100/CHL-37 was selected which was
resistant to chlorlysine and was able to produce 45 g/l lysine after
4 days cultivation in 201 fermentor.

Plachy§, ]. - Ulbert, S.: Die Herstellung von Lysin mit Mutanten von
Corynebacterium, Kvas. prim. 31, 1985 No. 7—8, S. 159—161.

Zwei Analogen von Lysin enthaltenden Chlor (2-Monochlorkapro-
laktam, Chlorlysin) wurden von Standpunkt der Gewinnung der
Lysinproduzenten vergleicht. Die Mutante Corynebacterium gluta-
micum 9366-AEC[100/CHL-37 wurde isoliert. Diese Mutante, welche
resistent gegeniiber Chlorlysin war, hat nach 4 Tagen der Kulti-
vation in 20-L Fermenter 45 g/l-Lysin akkumuliert.



