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Vhodnymi producenty lysinu mohou byt nejen auxo-
trofni mutanty, ale i revertanty auxotrofnich mutant.
Revertanty mutant vyZadujicich homoserin, rostouci
v syntetickém médiu a produkujici lysin, byly inhibova-
ny v ristu threoninem nebo methioninem. Inhibici lze
potlac¢it pfidanim methioninu nebo threoninu do média
(Shiio a Sano 1969). Mutanty citlivé na threonin (methio-
nin) lze selektovat z bun&&nych suspenzi prototrofniho
kmene po aplikaci mutagenu a kultivaci v syntetickych
médiich s threoninem nebo methioninem (Sano a Shiio,
1971). Citlivé mutanty indukované jednostupiiovfm mu-
tacnim zdsahem jsou mutanty bodové, zatimco u rever-
tantil, ziskanych postupem dvoustupiiovym, se miZe jed-
nat o supresorové mutanty. Citlivé mutanty maji sniZe-
nou aktivitu dehydrogenasy homoserinu, coZ umoZiuje
preménu semialdehydu asparagové kyseliny za kataly-
tického pilisobeni synthasy dihydrodipikolinové kyseliny
na dihydrodipikolinovou kyselinu — prvni intermediat
biosyntézy lysinu u baktérii.

Vychéazejice z prototrofniho kmene Corynebacterium
glutamicum 9366, izolovali jsme mutanty citlivé na
threonin nebo methionin a zjitujice jejich schopnost
hromadit v prostiedi lysin, snaZzili jsme se jimi nahradit
auxotrofni mutanty vyZadujici homoserin, které se po-
uZivaly jako produkéni organismy pri fermentadni vyro-
bé lysinu.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Jako vychozi organismus pfi izolaci
mutant slouzil prototrofni kmen Corynebacterium glu-
tamicum 9366, hromadici v médiu kyselinu glutamovou
(Musilkova et al., 1966).

Média: Mutanty byly izolovany s pouZitim kompletniho
(KM) a minimalniho média (MM) (Lederberg, 1950). Mi-
nimalni médium bylo dopinéno riznymi koncentracemi
threoninu (methioninu) a threoninu -+ methioninu. Mu-
tanty byly produkéné hodnoceny v syntetickém médiu
C, a komplexnim médiu SCH; jako inokulaéniho mé-
dia bylo uZito média CSL-B. SloZeni médii: médium
Cy (%): glukosa — 10, (NH,);SO; — 4, KH,PO; — 0,1,
MgS0;4 . 7H,0 — 0,04, CaCO; — 5; FeSO;.7H,0 — 5 mg.
.ml-1, MnSO;.4H;0 — 5 mg.ml-!, Casitone (Difco) —
20 wg.ml-1, biotin — 2 ug.ml-1; pH — 7,0 az 7,2. Mé-
dium SCH (%): sacharosa — 18,, kukufi¢ny v§luh (65 %
sus.) — 1, kysely hydrolyzat arasidové mouky — 30
(% obj.), (NH4),S04 — 1, KH,PO, — 0,1, MgS0O, . 7H,0 —
0,15, CaCO; — 3; pH — 7,5. Médium CSL-B (%): gluko-
sa — 2, kukuFiény vyluh (65% su3.) — 1,5; pH — 7,0.
Média byla sterilovana pri 120 °C 30 minut.

Chemikélie: K indukci mutant byl pouZit ethyimethan-
sulfonéat, Koch a Light, Vel ka Britanie.

izolace mutant: Bunétné suspenze kmene C. glutamicum
9366 byly vystaveny plisobeni ethylmethansulfonédtu
(c = 0,05 mol.1-1) po dobu 18 h a po promyti a zfedéni
byly jimi ofkovdny plotny s KM. Kolonie vyrostlé na
plotndch byly preneseny razidly na plotny s KM a plot-
ny s MM doplnénymi 500 ug.ml-! L-threoninu (L-met-
hioninu) a 250 ug.ml-! a 500 ug.ml-! L-threoninu +
+ L-methioninu.

Kultivacz: Mutanty byly produkén& hodnoceny v 750 m!
Erlenmeyerovych bankach se 60 ml média C; nebo SCH.
Banky byly ofkovany izolovanymi mutantami a u vy-
brané mutanty 24hodinovym inokulem vyrostlym v mé-
diu CSL-B a zaoCkované banky byly inkubovany 96 h pri
28 °C na reciproké tiepatce [frekvence — 1,5 Hz, délka
kyvu — 90 mm). PFi kultivacich v dvoulitrovych fermen-
tatnich tancich, pinénych 800 ml média, michanych
frekvenci 12,4 Hz a vzdu3nénych 0,8 1.min-! vzduchu,

byly tanky ofkovdny 24hodinovym inokulem, vyrost-
lym v médiu CSL-B.

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

VYSLEDKY

Vystavenim buné¢né suspenze kmene Corynebacte-
rium glutamicum 9366 dlouhodobému phsobeni ethyl-
methansulfonatu a naslednou selekci na plotnach s mi-
nimalnim médiem dopln&nym threoninem (methioninem)
a threoninem + methioninem jsme izolovali postupem,
ktery uzili s kmenem Brevibacterium flavum Sano a
Shiio (1971), mutanty citlivé na threonin, methionin a
threonin + methionin. O vysledcich izolace informuje
tab. 1.

Tabulka 1. Izolace mutant kmene Corynebacterium gluta-
micum 9366 citlivgch na threonin [methionin) a threo-
nin + methionin

Pocet testovanych kolonii 1056
Pocet izolovanych mutant 14
% izolovanych mutant 1,33
Potet ThrS -mutant 6
% Tar®  -mutant 0,57
Pocet Me!S -mutant 8
% MetS -mutant 0,76
Pocet (Thr+Met)S -mutant 0

Tar®  — citlivost na threonin, MetS — citlivost na methionin

Z izolovanych mutant byly vybrdny po produk&énim
hednoceni v bafikdch, plnénych médiem C;, 4 mutanty
hromadici lysin. Byly to 3 Thrs-mutanty a 1 Mets-mu-
tanta. Produkce kolisaly v rozmezi 9 aZ 11 g.1-! (96 h).
Maximalni produkce byla zaznamendna s mutantou Co-
rynebacterium glutamicum 9366-T/6 (11,8 g.1-1), ktera
byla vybrdna pro dalsi préci.

Produkéni schopnosti vybrané mutanty se sledovaly
jednak v bankach, plnénych médiem C; a médiem SCH,
jednak v dvoulitrovych fermenta&nich tancich s médiem
SCH. O vysi produkce zaznamenané v baifikach a tancich
v 98. h kultivace informuje obr. 1.

Maximalni produkce lysinu byly zaznamendny p¥i kul-
tivaci v tancich (32 g.1-1).

Produkci vybrané mutanty jsme se pokusili zvysit po-
stupem obdobnym tomu, ktery byl pouZit u auxotrofnf
mutanty Corynebacterium species 9366-H-454 (Plachy et
al. 1985), zaleZejicim v dopln&ni produk&éniho média SCH
kultivatni tekutinou po fermentaci producenta homose-
rinu za soutasného sniZeni obsahu hydrolyzéatu arasido-
vé mouky v médiu SCH.

Po zjisténi, Ze homoserin neinhibuje rist Corynebacte-
rium glutamicum 9366-T/6, ovéfovali jsme v méFitku 2 1
fermentaénich tanki, plnénych médiem SCH, moZnost
nahrady ¢asti hydrolyzatu aradidové mouky kultivaéni
tekutinou mutanty Corynebacterium species 9366-EMS/
329, jejiz obsah homoserinu kolisal v rozmezi 8 a¥ 10
8.1-L Tabulka 2 informuje o produkcich dosahovanych
mutantou Corynebacterium glutamicum 9366-T/6 v médiu
SCH s 0, 6,6; 11; 16,5 a 20 % (obj.) hydrolyzatu arasido-
vé mouky, dopliiovaném 0, 12; 15; 20 a 25 % obj. kulti-
vatni tekutiny Corynebacterium species 9366-EMS/329
(tab. 2).

Zatimco v médiu bez hydrolyzdtu bylo tfeba k dosa-
Zeni produkce 28 g.1-! lysinu doplnit médium 25 % kul-
tivacni tekutiny, bylo v médiu se 16,5 % hydrolyzatu a
s polovicnim mnoZstvim tekutiny (12 %) zaznamenéno



KVASNY PRUMYSL
ro€. 33/1987 — ¢&islo 7

204

AT
~30
=
o
2 =

201

|

104

A BaLT c

Obr. 1. Srovndnf produkce lysinu mutanty Corynebacte-
rium glutamicum 9366-T/6 kultivované v médiich
C, a SCH v barikdch a tancich

A — kultivace v médiu C, v bafikdch, B — kultivace v médiu
SCH v baifikdach, € — kultivace v médiu SCH v dvoulitrovych
fermentacnich tancich

Tabulka 2. Vliv ruznjch koncentraci hydrolyzdtu arasi-
dové mouky a rizného mnoZstvi kultivaéni tekutiny po
kultivaci producenta homoserinu na produkci lysinu mu-
tantou Corynebacterium glutamicum 9366-T/6

KHAM (%) V (%) | Plg.1-1)
0 25 28,3
6,6 12 | 24,0
15 | 28,0
20 37.8
25 38,8
11,0 12 345
15 36,0
20 37,0
25 40,5
16,5 12 49,0
20,0 12 48,0
0 16,5
KHAM — koncentrace hydrolyzdtu aradidové mouky
v — mnoz2stvi kultivacni tekutiny po kultivaci mutanty Coryne-
bacterium sp. 9366-EMS[329
& — produkce lysinu po 96 h kultivace

maximum produkce (49 g.1-1). V médiu s 20 % hydro-
lyzatu, av3ak nedoplnéném kultivac¢ni tekutinou obsahu-
jici homoserin, se dosdhlo produkci 16,5 g.1-! predsta-
vujicich jen 50 % produkce zjiSténé v nemodifikovaném
médiu SCH s 30 % hydrolyzatu.

V médiu SCH doplnéném vhodnym mnoZstvim hydro-
lyzdatu araSidové mouky a kultivacni tekutiny po fer-
mentaci homoserinu se dosdhlo produkci 49 g.1-1 srov-
natelnych s produkcemi 52 g.1-! zaznamenanymi auxo-
trofnf mutantou Corynebacterium species 9366-H-454 de-
pendentni na homoserin (Plachy et al. 1985).

Thrs-mutanta Corynebacterium glutamicum 9366-T/6
pfedstavuje nejen rovnocennou nahradu homoserinde-
pendentni produk&ni mutanty Corynebacterium species
9366-H-454, ale i produkéni kmen s vétSi genetickou sta-
bilitou, u ndhoZ nehrozi nebezpe&i reverze v disledku
méné optimalnich kultivaénich podminek.

DISKUSE

S pouZitim prototrofniho kmene Corynebacterium glu-
tamicum 9366 jako kmene vychoziho jsme izolovali mu-
tanty citlivé na threonin a methionin. Srovnanim nasich

vysledkli s vysledky, které uvadéji Sano a Shiio (1971),
vyplynulo, Ze zatimco mutanty citlivé soutasné na threo-
nin a methionin pfedstavuji u japonskych autorli nejpo-
tetnéjsi skupinu izolovanych mutant, ndm se nepodafilo
Zadnou mutantu s touto genetickou charakteristikou izo-
lovat — izolované mutanty byly citlivé bud na threonin,
nebo methionin. Co se tyfe produkci lysinu, dosaZenych
v syntetickém meédiu, predstavovaly produkce nami izo-
lovanych mutant (9 aZ 11 g.1-1) primér produkci, které
uvadeéji japonsti pracovnici (5 aZ 15 g.1-1).

K dosaZeni produkéni tGrovné srovnatelné s produkce-
mi auxotrofnich mutant, predev3im mutant dependent-
nich na homoserin, zvolili Sano a Shiio (1971) postup,
zaleZejici v izolaci auxotrofnich mutant odvozenych od
citlivgch mutant. My jsme tohoto cile dosédhli doplnénim
produkéniho média se sniZenym obsahem hydrolyzatu
arasidové mouky kultivaéni tekutinou po fermentaci pro-
ducenta homoserinu — postupem obdobnym tomu, ktery
byl pouZit v pfipadé homoserindependentni auxotrofni
mutanty (Plachy et al. 1985). Aplikaci mutanty citlivé
na threonin a tohoto postupu se dosdhlo v méfitku 2 1
fermentacénich tankili produkci srovnatelnych s produkce-
mi mutanty Corynebacterium species 9366-H-454 (Homo-
ser—).
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Plachy, ]. - Ulbert, S.: Fermentani pFiprava lysinu s vy-
uZitim mutant citlivfch na aminokyseliny. Kvas. prim.
33, 1987, €. 7, s. 203—204.

Byla izolovdna mutanta Corynebacterium glutamicum
9366-T/6, citlivdA na threonin, hromadici v médiu lysin,
ktera pfi kultivaci v produkénim médiu s 18 % sacharo-
sy, 16,5 % kyselého hydrolyzatu araSidové mouky, do-
plnéném jesté 12 % kultivaéni tekutiny po kultivaci pro-
ducenta homoserinu, hromadila po 96 h kultivace v dvou-
litrovgch fermentaénich tancich 49 g.1-! lysinu.

NMaaxu. K. - Yasbepr, C.: PepmeHTaUHOHHOE NPHIOTOBJAEHHE
JH3HHA TIPH NOMOIIH MYTAHTOB YYBCTBHTEJbHLIX K aMHHO-
kucaotam. Ksac. npym. 33, 1987, Ne 7, crp. 203—204.

Buin  Bbiaenen wmyrtant Corynebacterium glutamicum
9366-T/6, uyYBCTBHTEJBHBII K TPEOHHHY, HaKaIIHBAIOLIH{
B Cpele JM3HH, KOTOPbLI NPH KYJAbTHBALlHH B NMHTaTeJbHOI
cpene ¢ 18 0p caxaposw, 16,5% xkucaoro ruapoansara
apaxHucoBOH MYKH, AonoaHeHoii eme 12 % KyabTypaabHoii
AKHIKOCTH mocge (epMeHTallHH 1TaMMa-npoavIeHTa TOMO-
cepHHAa, HaKanaHBaj B TeueHHy 96 uacoB KyJbTHBAlLlHH
B (epmeHTepax ¢ eMKOCTbi0O 2.4 49 r.ai—1 jgu3una,

Plachy, ]. - Ulbert, S.: Application of Mutants Sensitive
to Amino Acids for a Preparation of Lysine by Fermen-
tation. Kvas. priim. 33, 1987, No. 7, pp. 203—204.

There has been isolated a mutant Corynebacterium
glutamicum 9366-T/6, sensitive to threonine and pro-
ducing lysine. The mutant was able to accumulate
49 g.1-! lysine in a medium containing 18 % sucrose,
16,5 % acid hydrolyzate of peanut meal and 12 % cul-
tivation liquid after fermentation of homoserine pro-
ducing bacterial mutant.

Plachy, ]. - Ulbert, S.: Die fermentative Herstellung von
Lysin mit Mutanten empfindlich gegeniiber Aminosdu-
ren. Kvas. prim. 33, 1987, Nr. 7, S. 203—204.

Die Mutante Corynebacterium glutamicum 9366-T/6
wurde isoliert, welche gegeniiber Threonin empfindlich
ist und Lysin akkumuliert. Die Mutante hat in einem
Medium mit 18 % Saccharose, 16,5 % — saueres Arachis-
mehlhydrolysat und 12 % Kulturmedium nach der Fer-
mentation von Homoserin nach 4 Tagen Kultivation in
2 1 Fermentor 49 g.1-! Lysin akkumuliert,



