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Esencidlnf aminokyselinu threonin — stejné jako vét-
Sinu aminokyselin vyskytujicich se v bilkovinach — lze
pripravit pfimou fermentaci, tj. s pouZitim mikroorga-
nismi kultivovanych v médiich optiméalniho sloZeni za
optimélnich podminek. Z producenti threoninu se osvéd-
Gily mutanty auxotrofni (Kase et al. 1971) a mutanty
regulaénf, selektované jako mutanty rezistentni k ana-
logim aminokyselin (Kase a Nakayama, 1972). V§znam-
nd mnoZstvi threoninu hromadily v prostfedi mutanty
koryneformnich baktérii, pfedevS§im mutanty rodi Co-
rynebacterium a Brevibacterium, rezistentni k analogu
threoninu, tj. k «-amino-g-hydroxyvalerové kyseliné
(AHV) (Shiio a Nakamori, 1970; Kase a Nakayama,
1972). U t&chto mutant se projevila nadprodukce threo-
ninu nédsledkem sniZené citlivosti dehydrogenasy homo-
serinu (EC 1.1.1.3) k inhibi¢nimu ua¢inku threoninu
(Shiio a Namakori, 1970). Tento enzym Kkatalyzuje pre-
ménu semialdehydu asparagové kyseliny (intermedidtu

metabolismu asparagové kyseliny, z niZ biosyntéza
threoninu vychadzi) na homoserin, pfimy§ prekurzor
threoninu.

Cilem prace bylo ovéfit v laboratornim méfitku moz-
nost fermentaéni pripravy threoninu s pouZitim mutant
rezistentnich k analogu threoninu (AHVR-mutanty).

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Jako vychozi organismus pii izolaci
mutant slouZil prototrofni kmen Corynebacterium sp.
9366 hromadicf v médiu glutamovou kyselinu (Musilko-
vd et al., 1966).

Chemikélie: K indukci mutant byl pouZit ethylmethan-
sulfonat fy Koch and Light. Analog threoninu-¢-amino-
-g-hydroxyvalerovd kyselina — byl pripraven ve Vy-
zkumném ustavu antibiotik a biotransformaci, Praha.

Média: Pfi izolaci mutant bylo pouZito kompletni (KM)
a minimélni médium (MM) (Lederberg, 1950); izolované
mutanty byly produkéné& hodnoceny v médiu TP tohoto
sloZeni (%]): glukosa — 10, kukuFiény v§luh (65 % su-
siny) — 2, (NH4),S0y — 3, KH,PO; — 15, Mgso,.
.7H,0 — 0,04, CaCO; — 5; pH — 7,0 — 7,2. Pfi ovéfo-
véni moZnosti fermentaén{ pfipravy threoninu s vybra-
nou mutantou bylo jako inokulaéni médium uZito mé-
dium CSL-B, obsahuijici (v %) glukosu — 2 a kukufiény
vyluh (65 % su3iny) — 1,5 (pH 7) a jako produké&ni mé-
dium TP-1, v n&mZ glukosa byla nahrazena 10 % sacha-
rosy. Vétsina meédii byla sterilovana pri 120°C 30 min.

Izolace mutant: Bun&iné suspenze kmene Corynebacte-
rium sp. 9366, vyrostlé za 18 h submerzni kultivace
v KM, po promyti fosfatovym pufrem (pH 7,2) a vysta-
veni pisobeni mutagenu, se promyly, natedily a otko-
valy na plotny s MM dopln&nym analogem. Kolonie re-
zistentnich mutant, vyrostlé po 3 dnech pii 28°C na
plotnéach, byly vyofkovdny na 3ikmé agary.

Kultivace: 500 ml varné bailky s 20 ml média TP byly
otkovdny mutantami vyrostlymi na Sikmych agarech.
S vybranou mutantou byly 500 ml varné baiky s 20 ml
média TP-1 ofkovany inokulem, vyrostlym za 24 h, v mé-
diu CSL-B. Zaotkované baiky se inkubovaly na rotacni
ttepatce (frekvence otadtek — 3,7, vystiednik — 25
mm) pFi 28°C jednak 4 dny, pfi ovéfovdni schopnosti
mutant produkovat threonin, jednak 5 dni pfi sledovant
priibghu fermentace threoninu s vybranou mutantou.

Analytické metody: Rist se sledoval gravimetrickym
stanovenim su$iny. PFitomnost threoninu v kultiva¢ni
tekuting se zjisfovala papirovou chromatografii, kvanti-
tativng byl threonin stanovovdn modifikovanou polaro-
grafickou metodou, vyvinutou na zdkladé Blockovy me-
tody (Block, 1963). Spotfeba sacharidi se sledovala sta-
novenim redukujicich cukrit (Janidek a Hrdliéka, 1954);
pH se m#filo pH-metrem OP-205 (Radelkis, Madarsko).

VYSLEDKY

Sledoval se inhibi€ni vliv riiznych koncentraci AHV
na rist kmene Corynebacterium sp. 9366. Promytou a
zfed&nou bun&&nou suspenzi, vyrostlou v KM, byly otko-
vadny plotny s MM doplngénym 10, 100 "a 1000 xg.ml-?
AHV a relativni riist se stanovil po 3 dnech inkubace
ploten pii 28°C. Riist kmene Corynebacterium sp. 9366
byl inhibovdan na 30% v pFitomnosti jiz 10 ug.ml-!
AHV, na 059% pifi 100 pg.ml-! a zcela pii aplikaci
1000 pg.ml-1

Pfi izolaci AHVR-mutant kmene Corynebacterium sp.
9366 byla bun&&na suspenze vystavena po dobu 18 h pi-
sobeni 0,05 M ethylmethansulfondtu (tato déze se osvéd-
tila jako optimalni p¥i izolaci rGznych typd mutant
kmene Corynebacterium sp. 9366) a pouZita k ofkovani
ploten s MM doplnénych 100 xg.ml-! AHV. O vysled-
cich izolace AHVR-mutant a jejich schopnosti hromadit
v médiu threonin informuje fab. 1.

Tabulka 1. Izolace AHVR-mutant Corynebacterium sp.
9366 produkujicich threonin

Pocet otestovanych kolonii
Pocet izolovanych mutant
Procento izolovanych mutant

1114
5,03

Pocet AHV

mutant produkujicich threornin 12
R

Procento AHV

mutant produkujicich threorin | 21,43

Z 1114 testovangch kolonif bylo izolovdno 56 AHVR-
-mutant a u 12 z izolovanych mutant se zjistila schop-
nost hromadit v médiu threonin. Produkce threoninu do-
sahované jednotlivymi mutantami kolisaly v rozmez{
1—5 g.1-1; 67 % mutant hromadilo 1—2 g.1-! threo-
ninu. Maximalni produkce byla zaznamendna s mutan-
tou Corynebacterium sp. 9366/AHV-21, kterd po 4 dnech
kultivace dosahla produkce 5,2 g.1-! threoninu.

S mutantou Corynebacterium sp. 9366/AHV-21 byl vy-
pracovan v laboratornim méfitku fermentani postup
piipravy threoninu, pfi kterém se produkéni mutanta
kultivovala 5 dni v médiu TP-1, zaofkovaném 10 %
(obj.) inokula vyrostlého za 24 h. Prib&h kultivace mu-
tanty je znazornén v grafu 1. _

Po dosaZeni maxima nérfistu 2. dne Kkultivace bylo
zaznamendno maximum produkce 4. dne (75 g.l-!
threoninu). Cukr byl v prib&hu fermentace rychle spo-
tfebovavan, zvlasté od 0. do 72. hodiny kultivace; pH po
potateénim poklesu mélo vzestupnou tendenci, dosahu-
jic 5. dne kultivace hodnoty 7,8.

DISKUSE

Citlivost kmene Corynebacterium sp. 9366 k inhibic-
nfmu G&inku e-amino-g-hydroxyvalerové kyseliny byla
znatna — rist byl inhibovan aZ na 30 % jiZ aplikact
10 pg.ml-1 AHV, zatimco téhoZ stupné inhibice se do-
sédhlo s kmenem Brevibacterium flavum aZ-pri koncen-
traci 380 wg.ml-! (Shiio a Nakamori, 1970). Ve srov-
nani s vysledky, které uvddéji Kase a Nakayama [1972),
predstavovalo procento AHVR-mutant produkujicich
threonin (21 %) asi jen polovinu hodnoty dosaZené ja-
ponskymi autory. Z mutant produkujicich threonin byly
nejvice zastoupeny mutanty produkujici 1—2 g.l1-!
threoninu — k podobnym vysledkim dospéli také Kase
a Nakayama (1972). S vybranou mutantou Corynebacte-
rium sp. 9366-AHV/21 byl vypracovdn v laboratornim
méfitku fermentaini postup pfipravy threoninu. Stejn&
jako u jinfch mutant kmene Corynebacterium sp. 9366
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Obr. 1. Pribéh fermentace threoninu

kfivka 1 — threonin (g.1-1), kfivka 2 — sudina (g .1-1),
kfivka 3 — cukr (g.1-"), 4 — pH.

produkujicich aminokyseliny (Plachy, 1970, 1975) byl
i u mutanty hromadic{ threonin zaznamendn stimula&ni
a¢inek sacharosy na v¢3i produkce threoninu. V médiu
TP-1, zaotkovaném inokulem mutanty Corynebacterium
sp. 9366-AHV/21, se dosdhlo 4. dne kultivace produkce
7,5 g.1-1 threoninu.

Podékovéni: Autor d&kuje |. Hroudové a ]. Kfivdnkove
za technickou pomoc.
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Plachy§, ].: Priprava L-threoninu s mutantami rodu Co-
rynebacterium. Kvas. pram. 32, 1986, ¢. 7—8, s. 182—183.

Z mutant rodu Corynebacterium rezistentnich k «-ami-
no-g-hydroxyvalerové kyselin€ a produkujicich threonin
byla vybrdna mutanta Corynebacterium sp. 9366-AHV/21
hromadicf v médiu se sacharosou a kukufiénym vyluhem
po 4 dnech kultivace v bafikach 7,5.g.1-! L-threoninu.

Maaxu, 10.: MpuroroBaenne L-TpeoHHWHa ¢ MytaHTamu Co-
rynebacterium. Ksac. npym. 32, 1986, Ne 7—8, cTp.
182—183.

W3 wmyranros Corynebacterium ycTOHYHBHIX B-OKCH-
HOpBAJHHY H 00pasylollHX TPeoHHH OblMT BHIGpaH MYTaHT
Corynebacterium sp. 9366-AHV/2]1 nakanaHsawolHfi B cpe-
Jle CO caxapo3oil H KYKYPY3HBIM 3KCTpPakToM mocjae 4 cy-
TOK KyJAbTHBAUHH B Koa6ax 7,5 r.i—! L-TpeonuHa.

Plach¥, ].: Preparation of Lysine by Mutants of Coryne-
bacterium. Kvas. prim. 32, 1986, No. 7—8, pp. 182—183.

From e«-amino-g-hydroxyvaleric acid resistant mutants
of Corynebacterium producing threonine there was se-
lected the mutant Corynebacterium sp. 9366-AHV/21,
capable of accumulating 7,5 g.1-! L-threonine in a sa-
charose — corn-steep medium after 4 days of cultiva-
tion in flasks.

Plachy, J.: Die Herstellung von Threonin mit Mutanten
von Corynebacterium. Kvas. prim., 32, 1986, ¢. 7—8, S.
182—183.

Die Mutante Corynebacterium sp. 9366-AHV/21 wurde
von den gegeniiber z-Amino-g-hydroxyvaleriansédure re-
sistenten Mutanten und produzierten Threonin ausge-
wihlt. Diesen Mutante hat 7,5 g.1-! L-Threonin in einem
Medium mit Saccharose und Maisquellwasser nach 4 Ta-
gen Kultivation in Kolben akkumuliert.



