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Izolace mutant produkujicich lysin v médiu s melasou .. .
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Pri fermentaéni pripravé lysinu se jako zdroje uhliku
ne;¢astéji pouZivaji sacharidy glukosa nebo sacharosa,
nahrazované pri primyslové vyrobé melasou, predstavu-
jici nejen zdroj uhliku, ale i ristovych faktori. Nicméngé
melasa obsahuje i nékieré sloZzky inhibujici rist produké-
niho organismu a vyrazné sniZujici produkci lysinu. PFi
hleddni vhednych produkénich organismi se osv&déily
auxotrofné-regulacéni mutanty koryneformnich baktérii,
dependentni na homoserin nebo threonin, ddle na threo-
nin + methionin, leucin nebo isoleucin a rezistentni vici
analogiim lysinu, threoninu nebo isoleucinu ($vyc. pat.,
1973), nebo mutanty vykazujici rezistenci vié¢i antibioti-
ktm — penicilinu, bacitracinu, cykloserinu, gramicidinu,
polymyxinu, fungicidinu (USA pat., 1972).

Ve snaze izolovat vhodné producenty lysinu v médiich
s melasou, izolovali jsme jednak vicéi penicilinu a bacitra-
cinu rezistentni mutanty, jednak mutanty vyrostlé v mé-
diich s vysokym cbsahem melasy a izolované mutanty
druhu Brevibacterium flavum jsme produkén& hodnotili
v médiich s melasou jako jedinym zdrojem uhliku.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Mutantni kmen Brevibacterium flavum
CB dependentni na homoserin (Hse—) a rezistentni vici
analogu lysinu, tj. vii¢i S-(2-aminoethyl)-L-cysteinu (AECT)
a jeho supresorova mutanta NMU-4 (Hse+, AECT).

Chemikélie: Penicilin G — draselna sl (n. p. Biotika) a
bacitracin [Lundbeck, Kodai).

Média: Pii izolaci mutant bylo uZiio kompletni médium
(KM- Lederberg, 1950) a médium USPS tohoto sloZeni
(%): glukosa — 4, pepton (Bacto) — 2, Beef exiract
(Difco) — 0.5, mo¢ovina — 0,5, KH,PO; — 0,15, K,HPO; —
0,05, MgS0, .7 H,0 — 0,05, agar — 2, biotin — 50 ug.1-1
Jako inokula¢ni médium slouZilo médium USP stejného
sloZeni jako médium USPS, pouze s tim rozdilem, Ze ne-
obsahovalo agar. Produk&ni médium SPM mélo sloZeni
(%): melasa — 15, hydrolyz4t arasidové mouky — 2, mo-
¢ovina — 0,5, (NH;),S0; — 0,5, KH,PO; — 0,04, MgSO0O; .
.7 H;0 — 0,05, CaCO; — 3. pH médii po sterilaci bylo 7,0
aZz 7,2. VSechna média byla sterilovdna 30 min pfti 120 °C.

Mutagen: K indukci mutant bylo pouZito UV-zafeni, jehoz
zdrojem byla germicidni lampa Tesla (30 W); 5ml pro-
myié bunéfné suspenze bylo exponovdno 30s v Petriho
misce (@ — 100 mm) tak, aby pieZivalo 0,5 aZz 1 % bunék.

1zolace mutant: Ozafenou buné&énou suspenzi byly otko
vany (1% suspenze) 500 ml varné baiiky s 20 ml médif
USP a SPM, obsahujicich 5j.ml-1 penicilinu nebo 20
ug . ml—1 bacitracinu a zaofkované baiiky byly inkubova-
ny na rotacni tiepacéce (frekvence otacek — 3,7 Hz, vy-
strednik — 25 mm) 48—96 h pii 28 °C. Vyrostlymi kultu-
rami byly ofkovany bainky s médii téhoZ sloZeni se zvy3e-
nym obsahem antibiotika o 10j.ml-! penicilinu nebo
0 10 ug . ml=1! bacitracinu. V médiich s penicilinem bylo
provedeno 42, v médiich s baci.racinem 19 pasaZzi. Z kaZdé
paséaZe byly ofkovany Petriho misky s KM a médiem USPS,
obsahujicim stejnd mnoZstvi antibiotika jako v bankach,
z nichZ byly plotny ockovéany. Izolované mutanty byly
oznaceny jako Ab-mutanty.

1 % ozatené suspenze byly také ockoviny baiiky s mé-
diem SPM, obsahujicim 50 % melasy a po 84 h submerzni
kultivace byla kultura preotkovédna do ban€k s médiem
SPM se zv§3enym obsahem melasy (60 %). Po 96 h sub-
merzni Kultivace byly vysevem na Petriho miskdch s KM
ziskany kolonie, které byly izolovdny jako mutanty ozna-
ctené Me.

Kultivace: Produkéni hodnoceni izolovanych mutant v ban-
kéch bylo provddéno zaoCkovanim 500 ml varnych banék

1) Soucasnéd adresa: JZD SluSovice, Agrogen.

s 20 ml média SPM, a to 1 % 24 h inokula vyrostlého v mé-
diu USP. Zaotkované baiky byly inkubovdny na rotacni
trepacce a po 96 h kultivace byl odebran vzorek na s a-
noveni lysinu.

Vybrané izolované mutanty byly také produkéné hod-
noceny v 21 a 201 fermenta¢nich tancich, plnénych 800 ml
a 10 1 média SPM, ofkovanych 1 % a 5 % 24 h inokula, vy-
rostlého v médiu USP v bainkéch, michanych frekvenci
otaceni 12,8 a 6.8 Hz a vzduinénych rychlosti 11. min-1!
a51.min-1 Po 72 h kultivace pfi 29 °C byl stanoven v kul-
tivacni teku:iné obsah lysinu.

Analytické metody: Lysin byl stanoven manome rickou
metodou (Gale, 1946).

VYSLEDKY A DISKUSE

Ab-mutanty B. flavum CB nebo B. flavum CB-NMU-4,
indukované UV-zafenim, byly selektovany v médiich obsa-
hujicich penicilin nebo bacitracin. Me-mutanty byly izolo-
vany po aplikaci mutagenu z médii s relativné vysokym
obsahem melasy. Izolované mutanty byly produkéné hod-
noceny v baiikdch a dosahované produkce se srovnavaly
s predukei kontroly, ktercu byl kmen B. flavum CB. O vysi
produkce izolovanych mutant informuje tab .1.

Tabulka 1. Produkce lysinu dosahovand produké&nimi mu-
tantami v médiu s melasou jako zdrojem uhliku
pFi kultivaci v bankdch

|
: | Produkce
Mutanta | ‘ggs:,zli | Charakteristika v96h
l e ol

| |
Ab-210 i CB 45 j . ml—-1PNC } 15,0
Ab-256 CB 70 ug . ml—1BCT 27,4
Ab-292 | NMu-4 | 180j.ml-'PNC 29,3
Ab-362 NMU-4 100 g . ml—1BCT 32,3
Ab-363 NMU-4 ‘ 100 g . ml—1 BCT 27,0
Ab-376 NMU-4 110 ug . ml-"' BCT 27,2
Ab-430 NMU-4 120 pg . ml-"BCT 29,6
Ab-431 NMU-4 120 pug . ml—1 BCT 25,5
Ab-538 NMU-4 160 g . ml—1BCT 27,8
Ab-539 | NMU-4 160 pg . ml—"BCT 29,8
Ab-554 Ab-230 320 j . ml—-1PNC 245
Ab-650 Ab-157 | - 270 pg . ml—1BCT [ 14,2
Ab-553 Ab-230 | 320j.ml-'PNC 14,0
Me-5/50 [ CB | 50 % MLS 23,0
Me-25/50 | cB 50 % MLS 23,5
Me-34/50 ; CB 50 % MLS 25,0
Me-1/60 -CB 60 % MLS 26,5
Me-3/60 Ab-554 | 60 % MLS 29,9
Me-5/60 CB 60 % MLS 23,0

| |
Kontrola | | 125

1

BCT — bacitracin, MLS — melasa, PNC — penicilin

1) vychozimi organismy pfi izolaci mutant byly ve vét§iné pfipadi
kmeny B flavum CB a B. flavum CB-NMU/[4 a jen ojedinéle mutanty
rezistentni k antibiotikiim (mutanty Ab-157, Ab-230 a Ab-554).

Celkem bylo izolovdno 13 Ab-mutant (4 mutanty re-
zistentni vici penicilinu a 9 mutant rezistentnich vic¢i ba-
citracinu), které prevysily svou produkci kontrolni pokus.
Stupen rezistence vici penicilinu kolisal v rozmezi 45 aZ
320 j.ml-1, vi¢i bacitracinu v rozmezi 70—270 ug.ml-1,
Kromé& Ab-mutant bylo izolovdno 6 Me-mutant rostoucich
a produkujicich lysin v médiu s vysokou koncentraci me-
lasy (50 a 60 % ). Dosahované produkce lysinu v baiikach
se pohybovaly v rozmezi 14—32 g . 11

K produkénimu hodnoceni v 21 tancich bylo vybrdano
6 mutant, jednak s niz8i (mutanty Ab-210, Ab-650, Ab-653),
jednak s vy33i (mutanty Ab-256, Me-1/60, Me-3/60) produk-
ci lysinu v bafikach. Z obou souborit mutant (Ab-mutanty,
Me-mutanty) byly vybrdny mutanty s maximélnimi pro-
dukcemi zaznamenanymi pfi kultivaci v 21 tancich. Tyto
mutanty byly podrobeny produkénimu hodnoceni v 201
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Tabulka 2. Produkce lysinu dosahovand vybrangmi pro-
dukénimi mutantami v médiu s melasou jako
zdrojem uhliku pri kultivaci v 21 a 201 tancich

e Produkce v72h (g.1-1)

Mutanta Charakteristika 21 FT 201 FT
Ab-210 45 j . ml-1PNC 29,0

Ab-256 70 pg . ml-1BCT 33,8 37,0
Ab-650 270 pg . ml—1 BCT 24,2

Ab-653 320 j . ml—'PNC 29.8

Me-1/60 60 % MLS 221

Me-2/60 60 % MLS 29,9 323

FT — fermentacni tanky

fermentaénich tancich. Vysledky produkéniho hodnoceni
v tancich jsou uvedeny v tab. 2.

Rozmezi produkci pfi kultivaci v 2 1 tancich bylo asi 22
aZ 34 g.1-1. Ve srovnani s preadukcemi dosaZenymi v bafi-
kdch bylo moZno v pfipadé mutant produkujicich pfi kul-
tivaci v batikach relativng nizkd4 mnoZstvi lysinu zazna-
menat vyrazné zvyEeni produkci pFi kultivaci v 21 tancich.
Maxima produkce v tomto méfitku dosahla mutanta Ab-256
(338 g.1-).

Z mutant obou sledovang¢ch linii (Ab-mutanty, Me-mu-
tanty) dosahujicich maximalnich produkei pFi kultivaci
v 21 tancich [mutanty Ab-256 a Me-3/60) byla zaznamena-
na pii kultivaci v 201 tancich vy38i produkce u mutanty
Ab-256 (37 g.1-1za 72 h).

Byla-li produkce mutanty Ab-256 (rezistentni vici 70
ug .ml—1 bacitracinu) srovndvéna s produkcemi lysinu,
kterych dosahli v melasovych médiich japon$ti pracovnici
(US pat., 1972), ktefi jako produkénich organisml pouZili
mutanty rezistentni vii¢i penicilinu nebo polymyxinu, byla
produkce vybrané mutanty, které jsme dosdhli v médiu
s melasou jako jedinym zdrojem uhliku, niZsi asi o 25 %.
Byla v3ak zaroveii srovnatelna s produkcemi dostate¢nymi
pro vyrobu a dosahovanymi auxotrofné-regulaénimi mu-
tantami, rezistentnimi vii¢i analogiim aminokyselin a sou-
¢asné dependentnimi na aminokyseliny (3vyc. pat., 1973).
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Byla izolovdna mutanta druhu Brevibacterium flavum
rezistentni vii¢i bacitracinu, kterda v médiu s melasou hro-
madila, po 72 h kultivace 37 g . 1-! lysinu.
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Buin noayuen myrant Brevibacterium flavum yctoRuushiil
K OauuTpaunuHy, KOTOphIfi B NHTaTeaLHON cpene ¢ meaaccof
B KauecTBe HCTOYHHKA YrJepojaa Hakanamsaa nocae 72 ya-
coB KyabThHBaunu 37 r.a—1 an3una.
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Lysine in a Medinm with Molasses. Kvas. pram. 33, 1987,
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A mutant of Brevibacterium flavum resistant to bacitra-
cine, was isola ed. The mutant accumulated 37 g.1-!
lysine after 72 hours of cultivation in a medium containing
molasses as.a source of carbon.

Plachy, ]. - Paletkova, F.: Isolation von Mutanten produ-
zierten Lysin in einem Medium mit Melasse. Kvas. prim.
33, 1987, Nr. 12, S. 364—365.

Eine Mutante Brevibacterium flavum, resistent gegen-
iiber Bacitracin, wurde isoliert.Die Mutante hat 37 g.1-!
Lysine nach 72 h Kultivation in einem Medium mit Melasse
als eine Kohlenstoffquelle akkumuliert.



