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V¢znamnou skupinou bakteridlnich kmeni, které pro-
dukuji L-lysin, jsou mutanty kmenio Corynebacterium
glutamicum a Brevibacterium flavum s indukovanou re-
zistenci na rizné analogy L-aminokyselin; jsou to napf.:
S-aminoethyl-L-cystein (AEC), L-lysinhydroxamat (LHX],
aminohydroxyvalerovd kyselina (AHV). aminomethyl-
thiomaselna kyselina (AMTB) apod. Byly popsany regu-
laéni kmeny Corynebacterium glutamicum s rezistenct
na jeden analog a vicendsobné mutanty s vyznamnou
produkci L-lysinu [1]. V préaci byly sledovany fyziolo-
gické parametry biosyntézy L-lysinu u mutantnich kme-
nt Corynebacterium sp., s rezistenci jednak k AEC a
soucasné k daldimu strukturdlnimu analogu L-lysinu —
jeho chlorderivatu. Z pfFipravenych chlorrezistentnich
mutant byly testovany kmeny Corynebacterium sp. AEC/
100/CHL-22 a Corynebacterium sp. AEC/100/CHL-37 se
zaméfenim na rizné pomeéry zdroji uhliku a dusiku ve
fermentadnich médiich, celkovou konverzi a produkci
L-lysinu.

Material a metody

V pokusech se pouZilo téchto produkénich kmeni:
Corynebacterium sp. AEC/100, Corynebact. sp. AEC/100/
CHL-22, Corynebact. sp. AEC/100/CHL-37, dale Brevibac-
terium  flavum, hom-, AECT, Corynebact. gluta-
micum AECr, LHX' a sbirkovy kmen Corynebact.
glutamicum ATCC 13287. Kmeny byly udrZovany na
MPA agarech a pasdZovany po 21 dnech. SloZeni
testovaciho média B: sacharosa 180 g, Kukufi¢ny ex-
trakt (60% sus.) 15 g, hydrolyzdt araSidové mouky
450 ml, siran amonny 10 g, dihydrogenfosfore&nan dra-
selny 1 g, siran hofecnaty kryst. 0,15 g, uhliitan va-
penaty mlety 30 g, voda dest. ad 1000 ml; pH média 7,0.
SloZenf dalsich typu fermentac¢nich médii se sacharosou
a melasou bylo popsdno v dfiv&jsich pracich [2]; fer-
mentace probfhala na rotaéni tFepaé&ce (frekvence otace-
ni kolem 220.min-1) pfi kultivaéni teploié 29 °C. L-ly-
sin byl stanovovan oscilopolarograficky [3], redukujici
sacharidy enzymaticky na automatickém analyzéatoru
[4]; varianty riznych pomé&rd uhlikatého a dusikatého
zdroje ve fermentatnich médiich se uvadéji v experi-
mentélni ¢asti prace.

Vysledky a diskuse

Z mutantnich kment s rezistenci na chlorlysin byly
testovdny Corynebacterium sp. AEC/100/CHL-22 a Cory-
nebacetrium sp. AEC/100/CHL-37. Jako kontrola byla po-
uZita mutanta Corynebacterium sp. AEC/100. Na testova-
cim fermentaénim médiu B bylo v laboratornim méfitku
v baiikdch dosaZeno téchto produkci L-lysinu (g.1-1):
u kontrolniho kmene 29 g, u mutanty CHL-22 315 g a
u mutanty CHL-37 bylo dosaZeno produkce 35 g za 96
hodin kultivace. Na fermentaénim médiu s upravenym

pomérem C:N byly prokézédny relativng vy33i produkce
a urcité rozdily mezi kmeny; u mutanty CHL-22 byla
vy33i produkce na melasovém médiu a naopak vy3si pro-
dukce u mutanty CHL-37 pfi aplikaci sacharosového mé-
dia. Produkéni vlastnosti obou mutant byly porovnavény
s kmenem Brevibacterjum flavum, hom—, AECT. Vy¢sled-
ky uvadi tabulka 1. Dal3i experimenty byly zamé&feny na
sledovani biosyntézy L-lysinu u mutanty Corynebacte-
rium sp. AEC/100/CHL-22 na 3esti typech fermentaénich
médii s kombinovanymi poméry uhlikatého a dusikatého
zdroje. Analyticka zjisté€ni ukazala, Ze s klesajicf kon-
centraci sacharosy na potdtku fermentace a s konstant-
nim zdrojem dusiku se sniZuje rychlost utilizace uhli-
katého zdroje, relativné se zvySuje tvorba biomasy a
produkce L-lysinu, a to ve 24. hodiné& kultivace; soudas-
né je také pozitivng ovlivnéna konverze ve stejné dobé

Tabulka 1. Produkce L-lysinu u mutant Corynebacterium
sp. a Brevibacterium flavum na fermentaé-
nich médiich se sacharosou a melasou

Produkce lysinu v g.1-' Konverze
| za 96 hodin kultivace %
Produkéni mutanta 20 % :
20 % sacha-
sacha- S melasa
‘ Fosa melasa rosa
Corynebact. sp. ,
AEC[100[CHL-22 | 40,5 33,9 26 34
Corynebact. sp. |
AEC/100/CHL-37 47,2 28,0 27 48
Brevibact. flavum,
T
hom-, AEC | 50,6 37,5 29 37

Tabulka 2. Utilizace sacharosy, mnoistvi biomasy, pro-
dukce L-lysinu a konverze ve 24. hodiné kul-
tivace mutanty Corynebact. sp. AEC/100/CHL-
-22 na fermentaénich médiich s rdzngmi va-
riantami poméru C: N
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kultivace. Ukazuje se, Ze vysoké koncentrace sacharo-
sy ve fermentatnim médiu se nepifznivé projevuji tim,
Ze sniZujf tvorbu biomasy a mohou ovlivnit mechanis-
mus biosyntézy L-lysinu. PouZité koncentrace zdroje du-
siku se uplatiiuji mén& vyznamn# v priibshu fermenta-
ce. Vysledky této varianty pokusti uvadi tabulka 2.
Platnost uvedengch zjistén{, tj. rychlost utilizace uhli-
katého zdroje a dald{ parametry, byla také ovéfovédna
u mutanty Brevibacterium flavum, hom—, AECT. V téchto
pokusech byly pouZity daldf tfi varianty fermenta&nich
médif s konstantni koncentraci dusikatého zdroje; jako
srovndvaci kmen byla pouZita mutanta Corynebacterium
sp. AEC/100/CHL-22. Vysledky pokusii uvedené v tabul-
ce 3 ukazuji, Ze rovn&Z u mutanty Brevibacterium flavum

Tabulka 3. Utilizace sacharosy, mnoZstvi biomasy, pro-
dukce L-lysinu a konverze ve 24. hodiné& kul-
tivace u mutant Brevibacterium flavum a Co-
rynebacterium sp. na fermentaénich médiich
s riiznou koncentraci zdroje C a standardnim
mnoZstvim zdroje dusiku

=3 RS bt
- s R o= i
-— —_— o — — 5T
Mutanta g Zze= | a=g | 82 | 8eg | BE
B —_—r sy o) =3 . o8
2= | B |53»| 8° |BEx]| B
w
SE | £ | 3:E| 3% |£BE| 22
Brevibact. 20 15 57 10 10,0 16
flavum 15 15 41 11 10, 25
T
hom~, AEC 10 15 48 | 14 11,6 29
|
Corynebact. 20 15 61 14 11,7 19
sp. AEC[100 15 15 14 15 13,4 33
CHL-22 10 15 46 15 15,2 38

Tabulka 4. Utilizace sacharosy, mnoZstvi biomasy, pro-
dukce L-lysinu a konverze u rizngch typid
mutantnich kmenid na fermentaénim masdiu
s optimdInim pomérem C: N

Spotfeba C| Biomasa Produkce | Konverze
Produkéni ve 24.h 24 h lysinu24 h 24h

[mg.ml="]| [% obj.] |[mg.ml-")] [%]
Brevibact. flavum

r

hom-, AEC 49 15 18,2 36
Corynebact. sp.
AEC[100/CHL-22 50 15 16,2 32
Corynebact. sp.
AEC[100[CHL-37 46 13 15,0 37
Corynebact.
glutamicum
ATCC 13 287 76 21 10,5 15

se zvy3uje konverze uhlikatého zdroje tak, jak Kklesé
koncentrace sacharosy ve fermentaénim médiu na po-
Catku kultivace; rovnéZ tvorba biomasy ve 24. hoding
kultivace je stejn& ovlivnéna u kmene Brevibacterium
flavum. Podobné& je ovlivn&na i rychlost utilizace sacha-
rosy z fermentanfho média. Na zdklad& zjisténych fy-
ziologick¢ych hodnot bylo vypracovdno sloZeni fermen-
taniho média s optimdlnim pomé&rem C:N, ktery je roz-
hodujicim faktorem pro produkci L-lysinu. Fermenta&ni{
postup se ov&foval jednak s vysokoproduk&nimi mutan-
tami Brevibacterium flavum a Corynebacterium sp. a dé-
le se sbirkovym kmenem Corynebacaerium glutamicum
ATCC 13 287. Jak vyplyvéa z tabulky 4, jsou zfetelné roz-
dily ve spotfebdch sacharosy, mnoZstvi biomasy, produk-
ci L-lysinu a konverzi ve 24. hodin& kultivace. U vyso-
koproduk&nich mutant se spotfeba sacharosy pohybuje
kolem 50 % pivodntho mnoZstvi, zatimco u sbirkového
kmene dosahuje aZ 75%. Velmi v§razn§y je rozdil ve
vy3i konverze mezi skupinou vysokoproduké&énich mutant
a sbirkovym kmenem.

Optimalizace pomé&rli C:N ve fermentatnfm médiu na
poCatku kultivace se pozitivné projevuje v celkové pro-

Tabulka 5. Produkce L-lysinu u mutant Brevibacterium
flavum, Corynebacterium glutamicum a Co-
rynebacterium sp. za 96 hodin kultivace

Produkce
Produkéni mutanta L-lysinu Korlt:elrze
[g.1=1]/% h »
Brevibacterium flavum, hom—, |
r
AEC (1) 43—44 43
Corynebacterium sp.
AEC/100[CHL-22 2) 40—45 | 42
Corynebacterium sp. |
AEC/[100/CHL-37 (3) I 46—51 48
r |
Corynebacterium glutamicum, AEC
r
LHX (4) 32—-34 33
Corynebacterium glutamicum
ATCC 13 287 (5) 17 17

dukci L-lysinu a konverzi p¥i standardni dob& fermen-
tace, tj. 96 hodin. Prokézaly to pokusy s vysokoproduké-
nimi mutantami [1, 2, 3], dale stfednd produk&nf mutan-
tou [4] a opét sbirkovym kmenem Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13287 [5]. Hodnoty produkcf L-lysinu a
primé&rné konverze jsou uvedeny v tabulce 5.

Vysledky naznauji moZnost vyuZiti fyziologickych po-
znatkll a vlastnosti produk&nich kmenii pro vypracova-
ni technologickych postupi fermenta&ni pFipravy L-ly-
sinu i v daldich fermentaénich stupnich.
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The mutant strains of Corynebacterium sp. with the
resistance to S-amino-ethyl-L-cysteine and chlorlysine
accumulate L-lysine in the quantity of 40 to 50 g.1-!
during 96 h of the cultivation with the conversion
between 42 and 48 % when the cultivation medium has
the optimum C: N ratio.
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Mutante Stdmme von Corynebacterium sp. mit Resis-
tenz gegen S-Amino-Athyl-L-Cystein und Chlorlysin héu-
fen in Fermentations-Medien mit optimalen C:N-Ver-
héltnissen des L-Lysin in Mengen von. 40—50 g.l1-!
wéhrend 96-stiindiger Kultivation mit der Konversion
zwischen 42—48 % an.



