- 328

KVASNY PRUOMYSL
ro€. 34/1988 — ¢&islo 11
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glutamicum pfFi fermentaéni pripravé lysinu
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rezistence viéi analogu lysinu, dependence na homoserin a leucin, produkce lysinu v médiich s ethanolem nebo

octovou kyselinou

PFi fermenta¢ni vyrob& lysinu se osvédé&ily jako vhod-
né produkéni organismy mutanty auxotrofn&-regulaénf,
vykazujici kromé& rezistence vi¢i analogu lysinu je3té
dependenci na aminokyseliny nebo sloZky nukleov§ch
kyselin. Tak byly zaznamenény vysoké produkce lysinu
pri kultivaci mutant Brevibacterium lactofermentum re-
zistentnich viéi S-(2-aminoethyl)-L-cysteinu (= analog
lysinu) a dependentnich na alanin nebo leucin [1, 2].
Tyto vysoké produkce byly dosaZeny v médifch se sa-
charidy jako zdroji uhliku. Av3ak jako zdroje uhliku se
uplatnily pfi fermentaéni pFipravé aminokyselin kromé
sacharidd také produkty petrochemického primyslu,
napF. ethanol a octovad kyselina [3].

Cilem prédce byla izolace auxotrofné-regulaénich mu-
tant druhu Corynebacterium glutamicum produkujicich
lysin a ovéfeni moZnosti fermentaéni piEipravy lysinu
s vybranou mutantou v médiich s ethanolem nebo octo-
vou kyselinou jako zdroji uhliku.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Mutantni kmen Corynebacterium glu-
tamicum 9366-AEC/100 rezistentnf vii&i S-(2-aminoethyl)-
-L-cysteinu (AECT) a dependentni na homoserin [Hse~ ).
Chemikélie: K indukci mutant byl pouZit ethylmethan-
sulfonat (EMS) fy Koch and Light (V. Britanie). Jako
zdroje uhliku byla pouZita technicki sacharosa, octové
kyselina (pro analyzu) a velejemny, kvasny ethanol
96 61 % hmot. (hustoty 806,4 kg/m3 pfi 20°C) o sloZeni
(mg/kg) celkové kyseliny — 6, acetaldehyd — 6, aceton
— 1, ethylmethylketon — 2, ethylacetat — 11, se sto-
povymi mnoZstvimi methanolu.

Média: Média KM a MM (izolace mutant), CSL-B a B
(produkéni hodnoceni v bankach) a média CSL-B-S a
B-F se sacharosou jako zdrojem uhliku (fermentace
v tancich) byla uZita jiZ diive [4]. SloZeni inokulaénich
a produkénich médii s ethanolem (média CSL-B-E a
B-F-E) a octovou kyselinou a octany (média CSL-B-A
a B-F-A) bylo néasledujici (g/100ml): médium CSL-B-E:
octan sodny — 1,5, sacharosa — 2, kukufi¢ény vyluh
(,,corn-steep liguor”, CSL — 65 % su$iny] — 3; médium
B-F-E: sacharosa — 1, ethanol — 0,5, CSL — 1, kysely
hydrolyzat arasidové mouky (HAM)] — 15 (% obj.],
(NH4),S0; — 1, KH,PO, — 0,1, MgS0,7H,0 — 0,01,
CaCO; — 3, biotin — 50 ug/l; médium CSL-B-A: octan
sodny — 5, sacharosa — 4, CSL — 3; médium B-F-A:
octan sodny — 4, HAM — 15, CSL — 1, (NH/),;S0; — 1,
KH,P0O; — 0,1, MgS0,.7H,0 — 0,01, CaCO; — 3, biotin —
— 50 wg/l: pH médif po sterilizaci (pFi 120°C, 30 min)
bylo 7,0—7.2.

Izolace mutant: Mutanty byly indukovédny dlouhodobym
piisobenim EMS (50 mmol/l, 18 h) a selektovany na
plotndch s MM doplnénym AEC, homoserinem a leucinem,
resp. adeninem, alanin“m, serinem.

Kultivace: Pfi kultivaci v bankach a tancich byl pouZit
postup popsany jiz diive [4]. Kultivace v médiich obsa-
hujicich ethanol nebo octovou kyselinu byly provadény
jednak v 2-1, jednak v 20-1 tancich. 20-1 tanky byly vy-
baveny bud automatickym analyzdtorem ethanolu ,Me-
trex“, umoZiujicim udrZeni konstantni koncentrace etha-
nolu [5] nebo pH-statem (BioTec — Bromma, Svédsko),
udrZujic'm pH na konstantni hodnot& (7,0—72).
Analytické metody: Rist byl stanoven gravimetricky,
lysin manometricky [6]. Spotfeba sacharosy b&hem fer-
mentace byla stanovovana za pouZziti pfistroje Glucose
Analyzer (Beckman, USA). pH bylo méfeno pH-metrem
OP-208 (Radelkis, MLR).
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Obr. 1. Fermentace lysinu u Corynebacterium glutamicum
9366-AEC/100/Leu-6 v 20litrovém tanku

L — lysin (g.1-1), W — sudina (g.1-1), S — sacharosa (g.1-1)
1 — suSina, 2 — lysin, 3 — sezharosa, 4 — pH

VYSLEDKY A DISKUSE

Byly izolovdny mutanty C. glutamicum 9366-AEC/100
dependentni na adenin, alanin, leucin a serin, které
byly produkéng& hodnoceny, a to v baiikach inkubovan§ch
na rotatni tfepafce pfi 28°C 4 dny. Vysledky izolace
a produkéniho hodnoceni jsou uvedeny v tab. 1.

Z 3524 testovanych kolonii bylo izolovdno 38 mutant
(1,1 %), které kromé& rezistence viiti AEC a dependence
na homoserin vyZadovaly k riistu dal3i sloZky (uyedené
v tabulce). 13 mutant produkovalo lysin v koncentracich
31—35 g/l — vétdina z nich byla dependentni na leucin,
coZ se shoduje s vysledky, dosaZenymi s AECT, Leu~ —
— mutantami Brevibacterium lactofermentum [1].

Z kazdé skupiny byla vybrdana mutanta s maximéaln{
produkci a ta byla srovnavdna s produkci kontroly, tj.

Tab. 1. I1zolace lysin produkujicich mutant Corynebacte-
rium glutamicum 9366-AEC/100 dependentnich na adenin
[alanin, leucin, serin)

| Mutanty dependentni na

| Ade l Ala Leu | Ser
Pocet otestovanych kolonii 1 926 654 824 1120
Pocet izolovanych mutant r 5 11 el R
Podil izolovanych mutant (%) 0,54 1,68 1,82 | 0,63
Pocet mutant produkujicich | (
lysin v mnoZstvi: 20—25 g/l 2 3 4 ‘ 2
26—30 g/l ) 2 2 4 | 0
31—35 g/l 0 4 6 ‘ 3

Ade — adenin, Ala — alanin, Leu — leucin, Ser — serin
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s produkci vychoziho mutantniho kmene C. glutamicum
9366-AEC/100 (tab. 2).

Maximdlni produkce byla zaznamenana u mutanty
C. glutamicum 9366-AEC/100/Leu-6 (338 g/l, tj. 1146 %
kontroly), ktera kultivovdna v 20-1 tanku produkovala
47 g/1 lysinu (graf 1), coZ je produkce srovnatelna s pro-
dukci, uvddénou pro AECT, Leu~ — mutanty B. lactofer-
mentum [2].

Tab. 2. Produkce lysinu u vybrangch mutant Coryne-
bacterium glutamicum 9366-AEC/100 dependentnich na
aminokyseliny a slozky nukleovych kyselin

Produkce po 4 dnech
Mutanta kultivace

(g/m

C. glutamicum 9366-AEC/100/Ade-4 1 28.3
Ala-4 31,4

Leu-6 | 33.8

Ser-7 | 315

¢ glutamicum 9366-AEC/100 295

ProtoZe s mutantou C. glutamicum 9363-AEC/100/Leu-6
bylo dosaZeno relativné vysokych produkci v médiu se
sacharosou, byla u této mutanty ovéfovana také pro-
dukce v médiich s ethanolem a octovou kyselinou, aby
bylo moZno srovnat produkce v médiich s riznymi zdroji
uhliku.

V 2-1 tancich byl vypracovdn postup fermentadni pri-
pravy lysinu, pfi kterém bylo do média B-F-E pfiddavano
od 8. hodiny kultivace v Sestihodinovych intervalech
10 ml ethanolsacharosové smési s podily ethanolu a sa-
charosy uvedenymi v tab. 3 (smés jest& obsahovala 10 %
octové kyseliny, jejiZ mnoZstvi viak ménéno nebylo).

Tab. 3. Vliv sloZeni ethanolsacharosové smési na produk-
ci lysinu u mutanty Corynebacterium glutamicum 9366-
-AEC/100/Leu-6 kultivované v médiu B-F-E

Podil ethanolu Podil sacharosy Produkce po 4 dnech
ve smési ve smesi [ kultivace
(%) i (%) | (en

|
50 10,0 ‘ 22,5
60 10,0 23,9
70 10,0 [ 23,4
80 10.0 17,2
50 5,5 18,3
50 7,0 22,8
50 8,5 21.6
50 10,0 | 20,7

Maximalni produkce (23,9 g/l) byla dosaZena pfi apli-
kaci smési sloZzené z 60 % ethanolu, 10 % sacharosy a
10 % octové kyseliny.

Tato smeés byla uZita pri fermentacich v 20-1 tancich,
plnénych médiem B-F-E, které byly vybaveny analyza-
torem Metrex, spojenym s pH-statem, davkujicim etha-
nolsacharosovou smés. Toto zafizeni umoZiiuje udrZeni
konstantni koncentrace ethanolu (0,5%) a pH (7,0)
po celou dobu kultivace. V médiu B-F-E, dopliiovaném
b&hem kultivace ethanolsacharosovou sm#si, produkovala
mutanta C. glutamicum 9366-AEC/100/Leu-6 po 4 dnech
kultivace 21,5 g/1 lysinu.

PFi ovéfovani moZnosti nahrady sacharosy octovou
kyselinou a octany bylo s mutantou C. glutamicum 9366-
-AEC/100/Leu-6 dosaZeno v médiu B-F-A produkce 36,5 g/1
lysinu, a to po 4denni kultivaci v 2-1 tancich, které byly
béhem fermentace dopliiovany v Sestihodinovych inter-
valech (od 24. hodiny) 15 ml sacharosoacetatové smési,
sloZené z 25 % sacharosy, 25 % octové kyseliny a 6,2 %
octanu amonného.

V pokusech provédénych v 20-1 tancich, pln&nych mé-
diem B-F-A, byl sledovan vliv pH a frekvence michani
na vysi produkce lysinu (fab. 4). Hodnota pH, stoupajici
po 8 h kultivace na hodnoty 7,8 aZ 8,0 v disledku utili-
zace acetatu, byla udrZovdna v rozmezi 7,0 aZ 7,5 auto-
matickym davkovanim sacharosoacetatové smési za po-
uZiti pH-statu.

Tab. 4. Vliv pH a jrekvence michdni na produkci lysinu
u mutanty Corynebacterium glutamicum 9366-AEC 100
Leu-6 kultivované v médiu B-F-A

Frekvence otacek Produkce po 4 dnech

michéni pH kultivace

(s=1) (8
8.0 7.0 40,5
8.0 7.5 46,7
9.4 7.0 48,2
94 7,5 50,8

Max'malni produkce (50,8 g/l1) byla zaznamenana pri
frekvenci otacek 9,4 s—! a pri pH 7.5. PFi vys§i frekven-
ci o'atek bylo dosaZeno zvySeni o 8 aZz 9 % — vy3e pro-
dukce lysnu v médiu s acetatovymi ionty je zavisla
na intenzité michéni. K stejnému zavéru (stimulace pro-
dukce intenzivnéjsim vzduin&nim v acetatovém médiu)
dospéli pri fermentaci threoninu AKASHI et al. [7].
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Eyla izolovana mutanta Corynebacterium glutamicum
9366-AEC/1C0/Leu-6, rezistentni v{i¢i S-(2-aminoethyl)-L-
-cysteinu a dependentni na homoserin a leucin, produ-
ku,ici v médiich se sacharosou, ethanolem nebo octovou
kyselinou jako zdroji uhliku 47,0, 21,5 a 508 g/l lysinu.
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Boit  noayuew myrant Corynebacterium glutamicum
9366-AEC/100/Leu-6, ycToitunBblil npoTHB S-(2-aMHHO3TH)
-L-1lHCTeHHA, HYXKI4WUHACE B TrOMOcepHHe M JeHIHHe H
00pa3ylolLnil B Cpe1ax co caXapo3oil, 3TAHOJIOM HAH YKCYc-
HOM KHCJIOTOI B KayecTBe HCTOYHHKOB yriepoaa 47,0,21.5u
50,8 r/1 au3uua.

Plachy, J. — Ulbert, S. — Smékal, F.: An Application of
Auxotrophic-Regulatory Mutants of Corynebacterium glu-
tamicum for a Preparation of Lysine by Fermentation.
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There has been isolated the mutant Corynebacterium
glutamicum 9366-AEC/100/Leu-6, resistant to S-(2-amino-
ethyl)-L cysteine and dependent to homoserine and leu-
cine, producing 47,0, 21,5 and 50,8 g/1 lysine in media
containing sucrose, ethanol or acetic acid as carbon
sources.

Plachy, J. — Ulbert, S. — Smékal, F.: Anwendung der
auxotroph-regulierbaren Mutanten von Corynebacterium
glutam’cum fiir eine fermentative Herstellung von Lysin.
Kvas, pram., 34, 1988, Nr.11, s. 328—329.

Es wurde isoliert die Mutante Corynebacterium glu-
tamicum 9366-AEC/100/Leu-6, welche resistent gegen
S-(2-aminoethyl)-L-Cysteine ist und Homoserin und Leu-
cin fir sein Wachstum bediirft. Diese Mutante in Medien,
enthaltenden solche Kohlenstoffquellen als Sacharose,
Athanol oder Essigsdure, produzierte 47,0, 21,5 und 50,8
g/l Lysin.



