Fermentacni priprava threoninu
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Krmivové ceredlni smési pro vykrm monogastrickych zvifat,
doplnéné lysinem a threoninem, se nejen vyrovnaji vyZivovou
hodnotou smésim obsahujicim Zivo&isné bilkoviny, ale i sniZuji
obsah dusiku v exkrementech prasat a tim i ndsledné obsah
dusi¢nanl v pidé. Proto problematice pfipravy threoninu
v mnoZstvich dostate¢nych pro obohacovini krmiv je vénovina
v posledni dobé zvysend pozornost.

Threonin Ize pfipravit biotechnologickymi postupy, a to bud’
pfeménou homoserinu s vyuZitim vhodnych mikroorganismi
nebo fermentacni cestou s pouZitim mutantd, pfedevsim bakiérii,
schopnych v médiich s vhodnym zdrojem uhliku a dusiku hroma-
dit tuto aminokyselinu v relativné vysokych mnoZstvich. Tako-
vymi producenty jsou napf. mutanty koryneformnich baktérii
rezistentni vi&i analogu threoninu, tj. viidi a-amino- B-hydro-
xyvalerové kyseliné (AH Vr). Tyto mutanty viak produkuji threo-
nin ve vyrazné mensich mnoZstvich neZ kmen Escherichia coli
[1], pfipraveny s pouZitim metod genového inZenyrstvi [2],
umoZiujicich zvyseni genové doze zvySenim poctu kopif plazmi-
di, nesoucich threoninovy operon.

Scilem vypracovat fermentacni technologii pfipravy L-threo-
ninu byly v této prici zjiStoviny optimalni podminky kultivace
vySe uvedencho kmene v laboratornim méfitku v barikdch
a v laboratornich fermenta¢nich tancich.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Kmen Escherichia coli 472 T-23 s ampli-
fikovanym genem pro homoserindehydrogenasu, umoZiiujicim
vyrazné zvySeni aklivity tohoto kli¢ového enzymu biosyntézy
threoninu a s rezistenci viici penicilinu jako selektivnim gene-
tickym znakem.

Média (% hmot.): Adamsovo médium pro $ikmé agary: sacharosa
-4,0,NH4Cl1-0,1,NazHPOs - 0,35, KH2PO4 - 0,15, MgS04.7150
- 0,01, agar (Difco) - 2,0. Inokulaéni médium SIM-1: sacharosa -
4,0, (NH4)2804 - 1,0, Yeast extract (Difco) - 0,2, KII;PO4 - 0,1,
CaCOs3 - 1,5, MgS04.7H20 - 0,05. Produkéni médium SPM-1:
sacharosa - 8,0, (NH4)2S04 - 2,5, KH2PO4 - 0,2, MgS04.71150 -
0,1, CaCO03- 3,0, FeS04.7H20 - 0,003, MnSO4.4H20 - 0,003.pH
médii po sterilaci 7,0. Sterilace pfi 120 °C, 30 min.

Kultivace: 10 ml média SPM-1 v 250-ml Erlenmeyerovych
barikich bylo ockovino 10 % (obj.) 24hodinového inokula,
vyrosti¢ho v 20 ml média SIM-15s 500 j./ml penicilinu G v 250-ml
Erlenmeyerovych barkich. Zaotkované baiiky s produkénim
médiem byly inkuboviny na rotaéni tfepadce frekvence
(220 min'") 48 h pi 37 °C.

5 I média ve 14 | fermentacnim tanku (Chemap) bylo ocko-
vino 1 % inokula starého 24 h. Podminky kultivace: vzdu3néni -
11vzduchu/1 | média/min; frekvence michdni - 800 min ™!, teplota
-37 °C, pH béhem kultivace udrZovino na hodnoté 7,0.

Analytické metody: Threonin byl stanoven metodou chro-
matografic na tenké vrstvé (Silufol), doplnéné denzitometrickym
vyhodnocenim a také na automatickém analyzitoru aminokyselin
AAA 339 (Mikrotechna, CSFR). Pfi sledovani nariistu byl stano-
ven objem vytvofené biomasy [3].

VYSLEDKY A DISKUSE

S cilem dosdhnout maximalni produkce threoninu pfi zacho-
vani genetické stability produkéniho kmene, coZ v pipadé kmenl
pfipravenych genovymi manipulacemi vyvoldva mnohdy obtize,
byly ovéfoviny takové parametry jako je nirlist a fyziologicky
stav producenta a podminky jeho kultivace. V orientacnich poku-
sech bylo zjiSténo, Ze k dosaZeni tohoto cile je tfeba pouZit
inokulum optimdlni kvality, 1j. aplikovat bufiky v exponencialni
fdzi ristu, obsahujici 70-80 % plazmid{ s threoninovym opero-
nem, které jsou rezistentni vici 500 j./ml penicilinu a béhem
vlastni fermentace kultivacni tekutinu intenzivné vzdu$nit. Ze
sledovanych parametri ovliviiujicich kvalitu inokula hraje jesté
dilleZitou roli zplsob konzervace a uchovdvini producenta, jak
0 tom sv&dci vysledky uvedené v tab. 1, dokumentujici vliv lyofi-
lizace a zmrazovani v tekutém dusiku a uchovavini kmene
pasaZovanim nasikmychagarechvmési¢nich intervalech, navysi
produkce threoninu.

Tab.1. Vlivzpisobu konzervace a uchovdvini produkéniho kmene
na vysi produkce threoninu

Typ konzervace Pasaz Produkce - g/l | % kontroly
Lyofililzace 1 22,53 100,00
Zmrazeni v tekutém 1 25,49 113,14
dusiku 2 24,60 109,37

3 22,45 99,64
4 6,40 28,41
5 583 25,88

Jak je zfejmé z tabulky, dochdzi pieockovinim produkéniho
kmene na Sikmé agary béhem pétimésicniho obdobi k postupné-
mu poklesu produkce, kiery je zvIasté vyrazny mezi 3. a 4. pasazi
(aZ asi 0 70 %). Kmenu E. coli 472 T-23 zfejmé vice vyhovuje
konzervace zmrazenim v tekutém dusiku neZ lyofilizace. Vy3si
produkce threoninu po aplikaci tohoto zpiisobu konzervace
moZni souvisi se sniZzenim poctu bun¢k bez plazmidd, ktery je
disledkem pfenosu bunééné populace z nizkych do vysokych
teplot, jak se o tom zmifiuje ve své pfehledné prici Imanaka [4].
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Z kultivaénich podminek uplatiiujicich se pfi vlastni
fermentaci je nejdiileZité¢jSim parametrem dostate¢né vzduSnéni,
coZ jen potvrzuje vysledky, které dosihli Akashi et. al. [5]
s mutanty koryneformnich bakterii. Vliv vzduSnéni byl sledovén
v 250 ml Erlenmeyerovych baiikich s 1 a 3 zardZkami, plnénych
10 a 20 ml produk&niho média. O vysledcich pokusu informuje
tab.2

Maximdlni produkce byla zaznamendna v baikdch sc
3 zardZkami, plnénymi 10 ml produkéniho média - intenzivni
vzduSnéni je tedy nezbytné pro dosaZeni maxima produkce.
Fermentace threoninu sice neni tak citlivd na intenzitu vzduSnéni
jako je fermentace napf. glutamové kyseliny, nicméné pfi
fermentaci threoninu stejné jako lysinu je intenzivni vzduSnéni
potiebné nejen pro dobry nariist produkéniho organismu, ale i pro
vlastni biosyntézu threoninu, nebot’ béhem metabolické pfemény
zdroje uhliku na koneény produkt se uvoliiuje dostatecny pocet
molekul NADH [6]. V souvislosti s tim se uplatiiuje i optimalni
michdni podmifiujici pfenos kysliku a ovliviiujici koncentraci
rozpuiténého kysliku, jak o tom svédci vysledky dosaZené v labo-
ratornim tanku pfi riznych hodnotich koncentrace rozpusténého
kysliku v médiu. Maximalni produkce threoninu byla zaznamendna
pfi koncentraci 4,5 mg O2/1.
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Obr.1. Fermentace threoninu
kfivka 1 - biomasa
krivka 2 - threonin
Tab.2. Vliv vzdusnéni na produkci threoninu
Plnénibanck | Pocetzarizek | Produkce - g/l % kontroly
10 ml - 20,00 100,00
20 ml - 17,20 86,00
10 ml 1 14,02 70,10
10 ml 3 24,20 121,00

Bylo-li produkéni médium zaockovano inokulem optimalni
kvality a byla-li koncentrace rozpusténého kysliku b&hem kulti-
vace optimdlni, podafilo se dosdhnout v laboratornim
fermentacnim tanku s kmenem E. coli 472 T-23 po 40 h kultivace
produkce 60 g/l (obr.1).

Tab.3. Vliv koncentrace rozpusténého kysliku na vysi produkce
threoninu

Koncentrace kysliku Produkee ve 40.h % kontroly
(mg O/1) (M

3,0 32,50 100,00

3,25 32,03 98,55

3,5 36,20 111,38

4,0 44,01 135,42

45 56,23 173,02

Ve srovnini s AHV'-mutantem druhu Corynebacterium
glutamicum produkujicim threonin [7] bylo dosaZeno s kmenem
E.coli 472 T-23 vyrazn& vys§i produkce threoninu (8,5krdt vy3si)
za dobu dvojndsobné kratsi, pri cemZ kultivacni tekutina obsa-
hovala jen stopovda mnoZstvi jinych aminokyselin. To vyrazné
ulehéilo izolaci threoninu z kultivaéni tekutiny a umoZnilo pfipra-
vit threonin nejen pro krmné dcely, ale i Cisty krystalicky threonin
vyuZitelny jak v potravindfstvi, tak v medicinské oblasti.
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Z faktord ovliviiujicich vysi produkce L-threoninu zkonstruovanym
kmenem Escherichia coli v laboratornim méfitku lze jmenovat kvalitu
inokula a optimilni koncentraci rozpusténcho kysliku, dosaZenou
vhodnym vzdusnénim a michanim.
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M3 chakTopos BAMAIOLMX HA ypPOBEHb NMpoAykyni L-Tpeonuna
npUroToBAEHHEM WTamMmMoM Escherichia coli xabopaTopnbix
YCAOBMAX BO3MOKHO TIPHBECTH Ka4€CTBO MOCEBHONO MATEPHAAA 1
OMTUMAAbLHYIO KOHLUEHTPAUIo pacTBOPEHOro KICAOPOAA,
MOAYHEHHYIO MOAXOAALEl a3paynei 1 NepeMeLLIBatieM.
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Aquality of inoculum and optimal concentration of dissolved oxygen,
obtained by suitable acration and stirring during a cultivation of
a constructed strain Escherichia coli producing L-threonine represent
important factors for the threonine preparation by fermentation in a labo-
ratory scale.
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Die Qualitit des Impfsmaterials und die optimale Konzentration des
gelosten Sauerstoffe, erreicht durch geeignete Beliiftung und Rithrung
wiihrend der Kultivation eines Stammes Escherichia coli produzierenden
L-Threonin, sind wichtige Faktoren fiir die fermentative Herstellung
dieser Aminosiure in einem Labormassstab.



