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V problematice studia biosyntézy L-lysinu maji vy-
znamné postaveni kmeny Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium flavum a Brevibacterium sp. Jsou to vét-
$inou mutantni auxotrofni kmeny, které vyZaduji k riistu
napt. homoserin, leucin, nebo jiné aminokyseliny. Dalsi
skupinou jsou regulaéni mutanty, které se vyznaluji re-
zistenci vii¢i analogim aminokyselin, napf. S-aminoethyl-
-L-cysteinu, aminohydroxyvalerové kyselingé apod. U vy-
sokoprodukénich mutant jde v&tSinou o kombinaci znaki
rezistence k analogiim a auxotrofie na aminokyseliny.
Z hlediska nutri¢nich poZadavkli jsou v¢znamné pro-
duk&ni kmeny Corynebacterium glutamicum s rezisten-
cemi pouze k analoglim aminokyselin [1].

V predchozi praci byl studovdn muta&ni diapazon
kmene Brevibacterium sp. M-27, a to UV - zafenim a N-
methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidinem (MNG]). Cilem préce
[2] bylo zhodnotit mutabilitu modelu a pfFipravit kolekce
kmeni zménéngych fenotypl pro studium genetickych
pFenosii u brevibakterii. Na zdkladé ziskangch zkuSenosti
byla dalSi prdce zaméfena na moZnost pfipravy novych
producentii L-lysinu a daldich aminokyselin.

MATERIAL A METODY

V pokusech bylo pouZito kmene Brevibacterium sp.
M-27 s nizkou produkci L-lysinu; kmen je charakterizo-
vdn rezistenci vli¢i S-aminoethyl-L-cysteinu a auxotrofii
na homoserin. UdrZuje se na masopeptonovych agarech,
je pasdZovan po 3 tfdnech a uchovavédn pfi 5°C.

V muta&nich pokusech byla pouZita kultura bunék z lo-
garitmické faze, vyrostld v tekutém kompletnim médiu
pfi 28°C; jako mutagen byl pouZit MNG (Koch Light,
England) v koncentraci 1 mg.ml-1 v roztoku tris-malei-
nového pufru a minimélniho média. Kultiva&ni média, slo-
Zeni roztokii a metodicky postup pfipravy a identifikace
mutant byly popsédny v predchazejici préci [2]. SloZeni
kultivaénich médii, zplisob fermenta&ni pfipravy L-lysinu
a jeho stanoveni byly publikovany dfive [3]. Stanoveni
aminokyselin ve fermentatnim médiu bylo provddéno
chromatograficky a na automatickém analyzatoru amino-
kyselin AA-881 (Mikrotechna Praha). Ovéfovdni pro-
duké&nich vlastnosti mutantnich kmeni v laboratornim mé-
Fitku v baiikdch a uvedené techniky a metody jsou publi-
kovéany v préci [4].

VYSLEDKY A DISKUSE

V rémci studia mutageneze pomoci MNG byl u kmene
Brevibacterium sp. M-27 ptipraven scubor auxotrofnich
mutant v&etn& vicendsobnych auxotrofnich kment, déle
pigmentovanych kmenii a auxotrofnich mutant se zméng&-
nou pigmentaci. Auxotrofni mutanty vykazuji vyZivové
poZadavky v oblasti aminokyselin a bdzi nukleov§ch ky-
selin. V dependenci na aminokyseliny pfevladé poZadavek
na arginin, cystein, cystin, leucin, isoleucin a histidin.
Tyto. fenotypy se vyskytuji ve vy33ich frekvencich. De-
pendence na prolin, serin, lysin a asparagovou kyselinu
jsou ojedin&lé. V oblasti biosyntézy purind dochézi prav-
dé&podobné& k Fadé genetickgch blokli, a proto byly ziskéa-
ny mutanty s riiznou dependenci. Dvojité auxotrofni mu-
tanty jsou dependentni na nékterou aminokyselinu a bézi.
Vhodnym genetickym znakem pro studium mutageneze
je zmé&na pigmentace kolonii Brevibacterium sp. M-27.
Byly zfiskdny mutanty vicendsobn& geneticky znalené
auxotrofif a zmé&nou pigmentace. Vybrané auxotrofni
kmeny vykazovaly vyhovujici stabilitu ziskan§ych genetic-
kych zmén s frekvenci spontdnnich reverzi v rozmezi
10-6—10-10, - :

Mutantnf kmeny s vyhovujicimi rdstovymi parametry
a stabilitou muta&nich zmé&n byly testovdny na produkci

L-lysinu a dalSich aminokyselin standardnim fermentac-
nim postupem v bafkéach. U ¢€asti auxotrofnich a proto-
trofnich kmenli se zménénou pigmentaci odpovidala pro-
dukce L-lysinu primérnym hodnotdm produkce rodicov-
ského kmene. PfibliZng 70 % kmend ze souboru nepig-
mentovanych i pigmentovanych mutant mélo podstatné
sniZzenou produkci; v mnoha pripadech doSlo ke ztraté
schopnosti biosyntézy L-lysinu. Takové kmeny byly vé&t-
Sinou dependentni na bdze nukleovych kyselin, isoleucin,
valin, cystin, cystein, lysin a prolin. Produkce L-lysinu
a dalSich aminokyselin u této skupiny mutanti ukazuje
tabulka 1.

U kmenl s geneticky blokovanou syntézou L-lysinu
byla dale ovéfovdna schopnost syntézovat dalsi aminoky-
seliny. Byly prokézédny kmeny produkujici alanin, valin

Tabulka 1. Produkce aminokyselin u auxotrofnich mutant
Brevibacterium sp. M27

Produkce aminokyselin
Produkéni kmen L-lysinu jiné amino-
v % produkce |kyseliny g .1-1
rodi¢. kmene za72h
his 40,0
ileu, val 0
cystin 0
cystein 0 valin 4,6
cystein 39,3
cystein 20,0
cys(cys) 8,7
cys (arg; lys) 0 valin 6,0
cys(cys; glu; his) 0 valin 3,0
cys (his; glu; cys) 42,0
lys(cys; his; glu) | 0
lys(arg) | 33,2 valin 5,0
i | alanin 4,0
lys(his) 0 |
pur | 0 | kys. glutamo-
| | va 3,0
gua 0 valin 8,0
gua(xan; hyp) 0 |
gua(xan) 0 |
ade(hyp) 6,4 } kys. glutamo-
va 4,
ade(gua) 58
xan(hyp) 0 ?
ura | 235 alanin 3,0
try ade | 216 alanin 4,0
|

a kyselinu glutamovou. Tyto aminokyseliny jsou synté-
zovany v malém mnoZstvi i prototrofnimi kmeny izolova-
nymi z pfirozenych substrati [5]. Produkce alaninu a ky-
seliny glutamové se pohybuji mezi 3—4 g.1-1 a u valinu
¢ini produkce 3—8 g.1-! za 72 hodin kultivace. Produk-
ce L-lysinu u pigmentovanych mutant ukazuje tabulka 2.
Z celého souboru kmeni tvofi vyjimku jen né&kolik auxo-

Tabulka 2. Pigmentové auxotrofni mutanty Brevibacte-
rium sp. M-27 se sniZenou produkci L-lysinu

Syntéza L-lysinu
v % produkce
rodi¢. kmene

Produkéni kmen Pigmentace

T ST T TR

cys(his) riiZovy 0
pur oranzovy 0
pur riiZovy 0
xan(hyp; ade) oranzovy 38,3
ura bily i}
ura riizovy 435
tyr xan(hyp; ade) oranzov§ 13,0
ileu val hyp riiZovy 56,4
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trofnich mutant se zménou pigmentace. Produkce L-lysi-
nu byla u nich zvySena aZ o 50 % pri velmi nizké biosyn-
téze alaninu a valinu. Podobné typy mutant Corynebacte-
rium glutamicum popisuje zahraniéni patentova litera-
tura [6]. Tyto produkéni kmeny jsou schopny syntézovat
L-lysin jednak na klasickych zdrojich uhliku jako je sa-
charosa, ale jsou vyznamnymi producenty aminokyseliny
na nestandardnim zdroji uhliku jako je kyselina octova.

Vysledky experimentii ukazaly, Ze 60 % auxotrofnich
kmenid se vyznacuje stabilitou genetickych zmén; z to-
hoto souboru pfiblizn& 70 % kmenéi ma sniZenou produk-
ci L-lysinu o vice neZ 50 % proti hodnotdm produkce
u rodiCovského kmene nebo ma geneticky blokovanou
syntézu L-lysinu. Z téchto mutant asi 30 % syntézovalo
daldi aminokyseliny. Pouze n&kolik kment vykazovalo
zvySenou produkci L-lysinu pii limitované biosyntéze ji-
nych aminokyselin. Takové kmeny se jevi jako vhodny
model pro daldi studium mutageneze s cilem pfipravit
nové vysokoproduk&ni producenty L-lysinu.
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tif, V.: Produkce aminokyselin u mutantnich kmenii Bre-
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Byla studovdna mutageneze kmene Brevibacterium sp.
M-27 pomoci N-methyl-N’"-nitro-N-nitrosoguanidinu s cilem
pfipravit nové producenty L-lysinu a daldich aminokyse-
lin. Vysledkem préace je soubor auxotrofnich mutantnich
kmeni, pigmentovanych a auxotrofnich pigmentovanych
mutant. Byli ziskdni suspektni producenti alaninu, vali-
nu a kyseliny glutamové. Mezi mnohonasobné depedent-
nimi mutantami existuji kmeny se zv§Senou produkci
L-lysinu.

Kounukosa-Papoxosa, M., Cmekan, ®., Kounuex, U., Pu-
THpxK, B.: TlponyKuusi aMMHOKHCJIOT MYTaHTHBIMH WTAMMA-
mu Brevibacterium sp. M-27. Ksac. npym. 32, 1986, Ne 6,
ctp. 134—135.

Wsyvancs myrarenes mrtamma Brevibacterium sp. M-27
npu noMouin N-meTHa-N’-HHTPO-N-HHTPO3OTyaHHAHHA C Ile-
JIbI0 TIOJYYHTb HOBBLIC NPOAYLUEHTH L-TH3HHA H CJeAYIOIHX
aMHHOKHCJ0T. PesyibTaTtoM paboThl siBJsieTcsi Ha6Op ayk-
COTPOHBLIX ~ MYTAHTHBIX  UITAMMOB, TNHIMEHTHPOBaHHBIX
H ayKCOTPO(HBIX NHIMEHTHPOBAHHBLIX MYTaHTOB. BwlTH mO-
JyYeHbl CYCHEKTHblE MPOJAYUEeHTHl ajaHHHa, BaJHHa H IJy-
TaMOBOH KHCJA0TH. Cpebl MHOTOKPATHOJAENEHAEHTHBIMH MY-
TAHTAMH HMEIOTCA IITAMMbl C INOBBILEHHOH TPOJAYKUHell
L-am3una.

Konitkova-Radochovd, M. - Smékal, F. - Koniiek, J. Ry-
tif, V.: Amino Acids Production with Mutant Strains of
Brevibacterium sp. M-27. Kvas. pram. 32, 1986, No. 6, pp.
134—135.

The mutation of the strain of Brevibacterium sp. M-27
using N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine was studied
with the aim to prepare new producers of L-lysine and
further amino acids. The work results in a group of auxo-
troph mutant strains, pigmented and auxotroph pigmented
mutants. There were obtained the suspected producers
of alanine, valine and glutamine acid there. Among the
many-fold dependent mutants, the strains with increased
production on L-lysine exist.

Konitkova-Radochové, M. - Smékal, F. - Konitek, J. - Ry-
tif, V.: Produktion der Aminosduren bei Mutantstimmen
Brevibacterium sp. M-27. Kvas. priim. 32, 1986, Nr. 6,
S. 134—135.

Es wurde die Mutagenese des Stammes Brevibacterium
sp. M-27 mittels N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin stu-
diert mit dem Ziel der Vorbereitung neuer Produzenten des
L-lysins und weiterer Aminoséduren. Als Ergebnis der Arbeit
wird eine Garnitur auxotrofer Mutantstdmme, pigmentier-
ter und auxotrofer pigmentierter Mutanten prédsentiert. Es
wurden suspekte Alanin-, Valin- und Glutamséure-Produ-
zenten gewonnen. Unter den vielfach dependenten Mu-
tanten existieren Stdmme mit einer erhéhten L-Lysin-
-Produktion.



