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Pri ovérovani moznosti vyuZiti melasy jako zdroje uhli-
ku pii fermentac¢ni pfiprave lysinu byly izolovany mutanty
koryneformnich baktérii rezistentni vii¢i antibiotikiim
nebo vyrostlé v médiich s vysokym obsahem melasy
(Plachy a Pale¢kovd, 1987), které se osvédc€ily jako vhodni
producenti. Bylo v3ak zjisténo, Ze melasa ve vy3Sich kon-
centracich sniZuje vyrazné nejen produkci lysinu, ale inhi-
buje i rist produkéniho organismu. Ve své praci se zaby-
vame zjisténim, ktera z frakci melasy pisobi inhibiéné na
riist a produkci lysinu a nahradou sacharosy v médiu
frakci melasy obsahujici témer veSkery cukr melasy.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Mutanta Brevibacterium flavum CB
rezistentni vici analogu lysinu, tj. vi¢i S-(2-aminoethyl)-
L-cysteinu (AEC) a dependentni na homoserin (Homoser-)
— (Bu€ko et al. 1983) a mutantu Brevibacterium flavum
CB-Me/3-60, rezistentni vac¢i AEC, dependentni na homo-
serin a rostouci v médiu s relativné vysokym obsahem me-
lasy (Plachy a Pale¢kovd, 1987).

Meédia: Pri sledovani narustu bylo pouzito médium kom-
pletni a minimalni (KM a MM — Lederberg, 1950). MM bylo
doplnéno biotinem, homoserinem a thiaminem, a to 2, 100
a 10 ug.ml-! téchto latek. K zjisténi vyse produkce byla
uzita meédia CSL-B-S (inokula¢ni) a médium B [pro-
dukéni). SloZeni média CSL-B-S (% ): sacharosa — 2, ku-
kufiény vyluh — 15; pH — 7,0. Slozeni media B (viz
Plachy a Ulbert, 1985). Viechna média byla sterilovana pti
tlaku 0,12 MPa 30 min.

Priprava frakci melasy a jejich charakteristika: Frakce
melasy oznacené 1—3 byly pripraveny filtraci roztoku
melasy s aktivnim uhlim a ndslednym délenim na sloupci
katexu Ostion KS (v Nat-cyklu). Frakce I—IV byly ziska-
ny deélenim zfedéné melasy na baterii sloupci tvoiené
ionexy Ostion KS (v Ht-cyklu) a Amberlit IRA 45 (v OH~-
-cyklu) a neionogenni makroporézni styren-divinylbenze-
novou pryskyfici dodanou z Vyzkumného tustavu syntetic-
kych pryskyfic a laki v Pardubicich. Zahustény filtrat za
poslednim sloupcem piedstavoval cukernou frakci I, eluat
katexu frakci II, eluat anexu frakci III a eluat neionogenni
pryskytice frakci IV. Charakteristika jednotlivych frakci
je uvedena v tab. 1.

Kultivace: Plotny byly po naotkovéani vhodneé ziredény-
mi buné&énymi suspenzemi inkubovany v termostatu 2 aZ
3 dny pfi 28 °C. K ovéreni vyse produkce lysinu byly pouZi
ty varné 500 ml banky, plnéné 20 ml produk&niho média B
a zaotkované 10 % (obj.) 24hodinového inokula vyrostlé-
ho v médiu CSL-B-S, které byly inkubovény na rotacni tie-
patce (frekvence otaéek — 3,7 s—!, vystfednik — 25 mm]
4 dny pti 28 °C.

Tabulka 1. Charakteristika frakci melasy

Frakce Su?ma sa(‘.huqudy Slozky melasy
(%) (%)
1 } 78 | 50 Barviva, anorganické soli
| betain
2 77 | 75 | Soli a dusikaté latky
3 74 58 vétdina aminokyselin
1 79 | 70 Sacharidy
11 43 0.3 | Kationty, aminokyseliny
11 56 0,3 Anionty, amonne soli orga-
nickych kyselin
v | 2,3 0,1 Neionogenni lipofilni latky

Obsah suliny a sacharidii ve vzorku melasy pred délenim ¢inil 78 %
a 57 %.
K pripravé jednotlivych frakcl melasy bylo pouZito fepné melasy.

Analytické metody: Lysin byl stanovovan manometrickou
metodou (Gale, 1946). Obsah aminokyselin ve frakci 3 byl
stanoven na automatickém analyzdatoru aminokyselin
T 329 (Mikrotechna, Praha).

VYSLEDKY A DISKUSE

Pii ovéfovani vlivu ndhrady sacharidii v médiu melasou
byla glukosa v MM a sacharosa v médiu B nahrazeny me-
lasou [média MM-M a B-M). Na plotnach s MM, ocCkova-
nych ziedénou bunécénou suspenzi, ziskanou 24hodinovou
submerzni kultivaci v KM a v bankach s médiem B, zaoCko-
vanym inokulem, byl zjistovan jednak pocet bunék v ml,
jednak vyse produkce lysinu (tab. 2).

Tabulka 2. Vliv nchrady sacharidit melasou na rust a pro-
dukcei lysinu u Brevibacterium flavum CB

Medium Pocet bunék v ml Produkce (g .1-1)
MM 1,19 X 10% | _
MM-M 2,40 X 100 | -
E | = | 27,75
B-M - | 15,50

Nahrada sacharidd melasou se projevila jak snizenim
poctu bunek v ml, tak poklesem produkce.

Zjistujice, ktera z frakci melasy zplsobuje inhibici ristu
a produkce, stanovili jsme vysi produkce a pocet bunék
v ml v-médiich B a MM, ve kterych sacharosa a glukosa
byly nahrazeny frakcemi melasy 1—3 a I—IIL. Jako kontrol
bylo uZito médii MM-M a B-M (tab. 3 a 4).

Tabulka 3. Viiv Jraket melasy 1—3 a 1-—111 na rust Brevi-
bacterium flavum CB

Medium Potet bunék v ml

MM 3,42 X 10%

MM-M-1 | 1,20 X 107

MM-M-2 | 1,39 X 104

MM-M-3 | 1,00 X 10"

MM-M-1 | 9,78 X 107

MM_M-11 | 1,18 X 107

MM-M-I11 | 9,47 X 10"

MM-M | 1,77 X 101
MM-M-1 &% 3 — minima!ni médium s frakcemi 1 aZ 3 jako zdroji
uhliku.
MM-M-1 aZ 11l — minimdalni médium s frakcemi 1 aZ III jako zdroji
uhliku.

Tabulka 4. Vliv frakci melasy 1—3 a [—I1I na produkct
lysinu u Brevibacterium flavum CB

Médium Produkce (g .1-1)

B 28,75

B-M-1 | 27,46

B-M-2 [ 26,20

B-M-3 | 9,68

B-M-1 | 26,40

B-M-I1 | 13,35

B-M-111 | 21,50

B-M | 12,87

|

B-M-1 a% 3 — médium B s frakcemi 1 aZ 3 jako zdroji uhliku.
B-M-1 aZz 11l — médium B s frakcemi I az 11l jako zdroji ubliku.
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Z testovanych frakci melasy vykazovala maximalni in-
hibi¢ni a¢inek jak na rist, tak na produkci lysinu frakce
3 obsahujici vétSinu aminokyselin. Inhibi¢ni dcinek této
frakce lze pri¢itat — spiSe neZ toxickému ac¢inku projevu-
jicimu se inhibici ristu — regula¢nimu mechanismu, a to
pravdépodobné mechanismu zpétné vazby (,feedback re-
gulation®), vyrazné se uplatiiujicimu pFi biosyntéze ami-
nokyselin.

S cilem srovnat produkci v médiu doplnéném frakci I
obsahujici témér veskeré sacharidy melasy s produkci
v kontrolnim médiu se sacharosou (médium B), byl sledo-
van vliv riznych koncentraci sacharidické frakce pritom-
né v médiu B (médium B-M-F) na vy$i produkce lysinu do-
sahované mutanty Brevibacterium flavum CB a Brevibacte-
rium jlavum CB-Me/3-60 (tab. 5).

Tabulka 5. Vliv ruzngch koncentraci sacharidické frakce
na produkcei lysinu u Brevibacterium flavum CB a Brevi-
bacterium flavum CB-Me/3-60

|
Koncen- |
5 trace Produkce
Mutanta Médium frakce (g.1-1)
t (%)
|
B. flavum CB B — 28,88
B-M —_ 13,44
B-M-F | 8.5 16,81
17 17 .42
26 21,55
34 20,35
B. flavum CB-Me/[3-60 B — 28,54
B-M — | 15,52
B-M-F | 8,5 | 19,13
| 17 “ 25,06
| ‘ 26 | 25,89
| | 34 | 227
|

Se zvySujici se koncentraci sacharidické frakce v médiu
B-M-F rostla produkce lysinu, dosahujici maxima v médiu
B-M-F s 26 % sacharidické frakce. Relativng vy$si produk-
ce byly zaznamenany v médiu B-M-F zao¢kovaném mutan-
tou Brevibacterium flavum CB-Me/3-60. Po srovnani dosa-
Zenych produkci s produkci zaznamenanou v meédiu B je
mozZno konstatovat, Ze maximélni produkce v médiu B-M-F
predstavuji 75 % (u mutanty B. flavum CB) aZ 90 % (v pfi-
padé mutanty B. flavum CB-Me/3-60) produkce v médiu B,
tj. v médiu se sacharosou.

Pfi ndhradeé sacharida v produkénim médiu melasou lze
dosdhnout produkci lysinu témér shednych s produkcemi
v sacharosovém médiu pri uZiti mutant rostoucich v mé-
diich s relativné vysokym obsahem melasy a pfi aplikaci
sacharidické frakce melasy jako zdroje uhliku.
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Pii aplikaci melasy jako zdroje uhliku dochézi k inhi-
Lici r@stu a ke sniZeni produkce lysinu u mutant Brevibac-
ierium flovum CB. Frakce melasy obsahujici v&tSinu ami-
nokyselin vykazovala maximalni inhibi¢ni G¢inek na rist
a produkci. Byla-li jako zdroj uhliku pouZita misto melasy
jeji cukernd frakce, dosdhlo se produkci pfedstavujicich
75 aZ 90 % produkce v médiu se sacharosou.
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IIpn npHMeHeHHH Megaccsl B KauecTBE HCTOYHHKA YIvle-
po1a BO3MOMHO HabGJ10]1aTh HHrHOGHPOBaHHE POCTAa H I0-
HIZKeHHe NPOAYKIHH JH3HHA Yy MyTaHTa Brevibacterium
flavum CB. @pakuus Mmesaacchl COACPIKalllasi GOJLIIHHCTBO
AMHHOKHC/IOT OKa3plBaJda MaKCHMaJbHbliE  HHrHOHDYIOLLHI
ekt na poer n npoaykunio. Ecom B KauecTse HCTOUHHKA
VIJI€DPOla HCNOJAb30BadN He MeJaccy HO ee (DpakuHio coaep-
AAUHI0 TI0YTH BECh caxap, TO JIOCTHIVIH NPOJYKUHIT Tpei-
crapasgolinx 75—90 0p npoaykumnu B cpele co caxaposoil.

Plachy, ]. - Pelzbauer, ]. - Bulant, V. - Paletkova, F.: An
Influence of Molasses Fractions on Growth and Lysine
Production of Mutants of Species Brevibacterium flavam.
Kvas. priim. 34, 1988, No. 3, pp. 70—71.

After a substitution of sugar by molasses there were
appeared a growth inhibition and a decrease of lysine
production of a mutant Brevibacterium flavum CB. A frac-
tion of molasses containing most of amino acids had a
maximal inhibitory effect as to both the growth and the
production. When a sugar fraction of molasses was used
as a carbon source the productions were achieved which
represented 75—90% of the production reached in
a medium containing sucrose.

Plachy, |]. - Pelzbauer, ]. - Bulant, V. - Paletkov4, F.: Beein-
flussung der Melassefraktionen auf das Wachstum und die
Lysin-Produktion bei Mutanten der Art Brevibacterium
flavum. Kvas. pram. 34, 1988, Nr. 3, S. 70—71.

Hemmung des Wachstums und Erniedrigung der Lysin-
produktien bei der Mutante Brevibacterium flavum CB
kann man beobachten,wenn Melasse wie eine Kohlenstoff-
quelle angewendet wird. Eine Aminosduren enthaltende
Fraktion hat eine maximale hemmende Wirkung auf das
Wachstum und die Produktion.. Nach Anwendung einer
Zuckerfraktion von Melasse an Stelle von Melasse haben
die Lysinproduktionen 75—90 % der Produktion reprisen-
tiert, welche in dem Nédhrmedium mit Saccharose erreicht
hatte.



