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Sano a Shiio [1] zjistili relativné vysokou produk-
ci lysinu u mutant Brevibacterium flavum rezistent-
nich vii¢i analogu lysinu, tj. vi¢i S-(2-aminoethyl)-
L-cysteinu (AEC). Nadprodukci lysinu nebrédni u
AECT™-mutant s desenzibilizovanou aspartatkinasou
(EC 2.7.2.4, ATP:L-aspartat 4-fosfortransferasa) ko-
operativni inhibice lysinem a threoninem. Je-li sou-
Casné zabranéno metabolické pfeméngé 4-asparagal-
dehydové kyseliny na threonin, a to indukci depen-
dence na homoserin (Hse~), je 4-asparagaldehydo-
va kyselina pfednostné vyuZivana pfi biosyntéze
lysinu.

Cilem préace byla izolace AECT, Hse -mutant Co-
rynebacterium glutamicum 9366 a vypracovani fer-
mentatni technologie lysinu za pouZiti vhodné
AECT, Hse ~-mutanty.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus: Kmen Corynebacterium species
9366 [2], identifikovany jako kmen Corynebacte-
rium glutamicum 9366, byl vybran jako kmen vy-
chozi pro izolaci mutant.

Chemikalie: K indukci mutant byl pouZit ethyl-
methansulfonat (EMS) fy Koch and Light.

Média: Média KM a MM (izolace mutant), CSL-B a
B (produk¢niho hodnoceni v batikdch) a CSL-B-S a
B-F (fermentace v tancich), pouZivana jiZ dfive
[3]; byla aplikovdna i v této prdci (médium B-F
obsahovalo jako zdroj uhliku sacharosu).

Izolace mutant: Mutanty byly indukovany dlouho-
dobym ptisobenim EMS (50 mmoll-!, 18 h) a se-
lektovany na plotndch doplnénych AEC a homose-
rinem.

Kultivace: 1zolované mutanty byly produk¢né& hod-
noceny v 500 ml varnych batik&éch plnénych 20 ml
média B a ockovanych 24 h inokulem vyrostlym
v médiu CSL-B. Kultivace v tancich byly provadény
za pouZiti média CSL-B-S (inokulac¢ni) a B-F (pro-
dukc¢ni). pH b&hem kultivace bylo upravovano na
hodnotu 7,0 vodnym roztokem amoniaku.

Analytické metody: Rist byl zjiStovan gravimetric-
kym stanovenim susiny, lysin byl stanovovan ma-
nometricky [4], pFi sledovani spotfeby sacharosy
byl vyuZit analyzator glukosy Glucose Analyzer 2
(Beckman, USA), pro stanoveni rozpusténého kysli-
ku byl aplikovan pFistroj Oxygen Dissolved [Beck-
man, USA). pH bylo méfeno pH-metrem OP-208
(Radelkis, MLR].
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VYSLEDKY A DISKUSE

Byly izolovdny AECT, Hse -mutanty C. glutami-
cum 9366, které po ovéfeni stupné& rezistence byly
produkéng hodnoceny v baiikdch inkubovanych
4 dny na rotaéni tfepatce (frekvence otacek —
— 37 s, vystfednost — 25 mm) p¥i 28°C. Vy-
sledky izolace a produkéniho hodnoceni jsou uve-
deny v tab. 1.

7Z 2909 testovanych kolonii bylo izolovdano 110
mutant, tj. 3,8 %. Polovina z izolovanych mutant
(51 %) byla rezistentni vii¢i 1 mg.ml~' AEC; 20 mu-
tant (18,2 %) produkovalo lysin. Nej¢asté&ji (75 %)
byly zastoupeny mutanty produkujici 1 aZ 10 gl
lysinu. Jen 2 mutanty (10 %) produkovaly 20 aZ
30 g.1-!. Z nich byla vybrdna mutanta C. glutami-
cum 9366-AEC/100, rezistentni vii¢i 5 mg.ml-! AEC,
kterd produkovala 23 g.1~! lysinu (po 4 dnech kul-
tivace). Tato produkce je srovnatelnd s produkce-
mi, které uvddé&ji Sano a Shiip [1] pro AEC"™-mutanty
B. flavum.

Tabulka 1. Izolace lysin produkujicich mutant Coryne-
bacterium glutamicum 9366 rezistentnich viéi analogu
lysinu a dependentnich na homoserin

Podet testovanych kolonii 2909
Pocet izolovanych mutant 110
Podil izolovanych mutant (%) 3,8
Poéet mutant rezistentnich viiti
koncentraci AEC:

1mg.ml-? 56

5mg.ml-! 43
10 mg . m1-? 11
Podet mutant produkujicich lysin 20
Podil mutant produkujicich lysin (%) 18,2
Podet mutant produkujicich lysin
v mnoZstvi:

1—10g.1-1 15
11—20g.1-1 : 3
21—30g.1-1 2

Vybrand mutanta C. glutamicum 9366-AEC/100
byla kultivovdna (po ov&Feni stimuladnfho GEinku
biotinu na produkci v orientaénich pokusech), v 201
tanku, pln&ném 10 1 média B-F, dopln&ného bioti-
nem a ofkovaném 5 % (obj.) 24h inokula vyrostlé-
ho v baiikdch s médiem CSL-B-S; tanky byly mi-
chany frekvenci otdcek 6,8 s~! a vzduSn&ny 51
.min~! vzduchu. Fermentace lysinu u C. glutami-
cum 9366-AEC/100 v 201 tanku je zndzornéna
v grafu 1.

V médiu B-F s 20 % sacharosy a 4 % kukufFi¢né-
ho vyluhu, doplnéném 200 ‘ug.l‘1 biotinu, bylo do-
saZeno po 4 dnech kultivace produkce 45 gl
Také Sano a Shiio [1] zjistili, Ze produkci lysinu
stimuluje zvy3eni koncentrace riistovych faktord
v produkénim médiu [zdrojem ristovych faktorid
japonskych autorii byl bilkovinny hydrolyzat Mieki).

Vysledky dosaZené v 201 tanku byly ov&Fovany
v 300 1 poloprovoznim tanku, pln&ném 150 1 média
B-F (s 200 ygl~! biotinu), michaném frekvenci
otdéek 6s-! a vzdu¥n¥ném 100 lmin—! vzduchu.
Optimélni podminky vzdu3n&ni byly navozeny pe-
riodickou tipravou pH b&hem fermentace, zdleZejici
ve vyuZiti poklesu pH kultiva&ni tekutiny pod hod-
notu 5,8 v diisledku metabolické aktivity produké-
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Obr. 1. Fermentace lysinu u Corynebacterium glutami-

cum 9366-AEC/100 v 201 tanku

kiivka I — sulina = W (g.1-1"), 2 — lysin = L (g.1-"),
3 — sacharid = S (g.1-"), 4 — pH

niho organismu, provdzeném sniZenim spotfeby
kysliku a zvySenim koncentrace rozpust&ného kys-
liku a nésledné tpravy pH na hodnotu 7,0 aZ 7,2,
vedouci k obnov#é metabolické aktivity bunék. V sé-
rii pokusii bylo zjist¥no, Ze udrZenim vy33i Kon-
centrace rozpudtdného kysliku v kultivaéni tekuti-
né b&hem riistové fdze a limitni koncentrace v pro-
dukéni fazi lze dosdhnout maximélnich produkci
lysinu, tj. aZ 60 g.1-! za 60 h kultivace (graf 2).
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Obr. 2. Fermentace lysinu u Corynebacterium glutamicum
9366-AEC/100 v 3001 tanku

kfivka I — suSina = W, 2 — lysin = L, 3 — sacharid =
S, 4 — pH, 5 — nasyceni kyslikem = 0
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Vypracovany postup fermentacni pFipravy lysinu,
ovéfeny v provoznim méFitku (tank 50 m?), byl
vyuZit pFi vyvoji fermentacni technologie, kterou
bylo moZno ziskat po izolaci z kultiva¢ni tekutiny
technicky i krystalicky lysin s 35 a 95 % ucinné
latky. PTi izolaci technického preparatu byl lysin
z kultivacni tekutiny izolovdn adsorpci na silné
kysely katex Ostion KS a zahustény eluat byl usu-
Sen v rozprasovaci suSarné. Ze zahusténého eluatu
byl krystalicky lysin ziskdn néslednou krystalizaci.
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Byla izolovdna mutanta Corynebacterium glutamicum
9366-AEC/100 rezistentni via¢i analogu lysinu a depen-
dentni na homoserin, umoZiujici dosdhnout po 60 hodi-
ndch kultivace produkce 60 g.l-! lysinu pfi konverzi
28 % a ziskat technicky nebo Kkrystalicky lysin s 35
a 95 % dcinné latky.

NMnaxu, H. — Yasbepr, C.: Ucnoabzosanue myTanta Cory-
nebacterium glutamicum 9366-AEC/100 nas npurotosae-
HHg JH3HHA ¢epmeHTaTHBHBIM nyTem. Kpac. npym., 34,
1988, Ne 8—9, crp. 239—241.

Buin  Buizenen wmyrtaut Corynebacterium glutamicum
9366-AEC/100, ycToiiuHB NpOTHB aHAJOra JH3HHA H HYXK-
JaIHACA B TFOMOCEPHHE, ¢ KOTOPLIM OBLIO  BO3MOXKHO
JlocTHYb Tocsie 60 yacoB Ky abTHBauMM NpoayKuHu 60 r.1—1
JH3HHa npH KouBep3uu 28 % M MOJVUMTL TEXHHUECKHH WJH
KpHCTaJHYeCKHi JIM3HH, cojlepxkaumit 35 nan 95 % akthe-
HOTO BellecTBa.

Plachy, ]J. - Ulbert, S.: Using a Mutant Corynebacterium
glutamicum 9366-AEC/100 for a Preparation of Lysine by
Fermentation. Kvas. prim., 34, 1988, No.8—9, pp.239—
—241.

A mutant of Corynebacterium glutamicum 9366-AEC/
/100, resistant to a lysine analogue and dependent to
homoserine, has been isolated. The mutant is capable to
produce 60g.1-! lysine after 60h of cultivation at
a converse rate 28 %. There is possible to obtain both
technical and crystallic lysine with purity 35, resp. 95 %.

Plachy, ]J. - Ulbert, S.: Verwertung der Mutante Coryne-
bacterium glutamicum 9366-AEC/100 fiir eine mikrobielle
Herstellung von Lysin. Kvas. prim., 34, 1988, Nr. 8—9,
S. 239—241.

Eine Mutante Corynebacterium glutamicum 9366-
AEC/100, welche resistent gegeniiber einem Analog von
Lysin ist und welche Homoserin fiir das Wachstum
benotigt, wurde isoliert. Mit dieser Mutante wurde eine
Produktion von 60g.1-! nach 60 Stunden der Kulti-
vierung (bei Konversion 28 %) erreicht und man kann
technischer oder krystallinischer Lysin mit 35 und 95 %
Inhalt von Lysin erhalten.



