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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
АЕЦ – аміноетилцистеїн;
АК – аспартаткіназа;
АТФ – аденозинтрифосфат;
ДАП – диамінопімелінова кислота;
ДДПС – дигідродипіколінатсинтетаза; 

ДЕ – дріжджовий екстракт;
ДНК – дизоксирибонуклеїнова кислота;
ГД – гомосериндегідрогеназа;

ГК – гомосеринкіназа;

ІПК – індолілпіровиноградна кислота;

ЕДТА – етилендіамінтетраоцтова кислота; 

КУО – колонії утворюючі одиниці;

КЕ – кукурудзяний екстракт;

КР – культуральна рідина;
МПБ – м(ясо-пептонний бульйон;

МПА – м(ясо-пептонний агар;

МПАзб. – м(ясо-пептонний агар збагачений;
МС – мінімальне середовище;
НВ – β-гідроксинорвалін;

УФ – ультрафіолет;

МС – мінімальне середовище;
ОГ – оптична густина;

ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція;
ПС – повноцінне середовище;

рРНК – рибосомальні рибонуклеиїнові кислоти;
СР – сухі речовини;
ТД – треоніндегідрогеназа;

ТС – треонінсинтаза;

ФЕП – фосфоенолпіруват;

ЦТК – цикл трикарбонових кислот;
ЩОК – щавелево-оцтова кислота;
NTG – N-метил-N-нітро-N-нітрозогуанідин.
ВСТУП

Актуальність теми. Амінокислоти – органічні кислоти, що містять одну чи кілька аміногруп, найважливіші азотовмісні речовини в живій клітині. Всі α-амінокислоти (крім гліцину) мають асиметричний α-вуглецевий атом та існують у двох ізомерних формах. Незамінні амінокислоти не синтезуються в організмах людини та вищих тварин і повинні надходити в організм з продуктами харчування. Для організму людини та більшості тварин незамінними є гістидин, ізолейцин, лейцин, лізин, метіонін, фенілаланін, треонін, триптофан і валін. Незамінні амінокислоти повинні бути присутніми в їжі для підтримки необхідного азотистого балансу в організмі людини. Дефіцит незамінних амінокислот в організмі призводить до порушень обміну речовин, зупинки росту, зниження маси тіла.

Можливі три способи промислового отримання незамінних амінокислот: гідроліз білків рослинного і мікробного походження, мікробіологічний і хімічний синтез. Більше 70% усіх вироблених промисловістю чистих препаратів амінокислот отримують шляхом мікробіологічного синтезу. На другому місці за обсягом виробництва знаходиться хімічний синтез. Основним недоліком хімічного синтезу є отримання суміші амінокислот, що складаються з ізомерів D- і L-ряду, тоді як біологічною активністю в організмі людини і тварин володіють лише L-ізомери. Технології одержання амінокислот за рахунок гідролізу білків економічно менш вигідні, тому не отримали широкого розповсюдження. При мікробіологічному синтезі утворюються L-амінокислоти, що є продуктами життєдіяльності спеціально підібраних і відселекціонованих штамів мікроорганізмів, які здатні накопичувати в культуральній рідині необхідну кількість амінокислоти [1-4]. Звичайні мікроорганізми не здатні синтезувати необхідні амінокислоти в потрібній кількості, тому використовують мутанти мікроорганізмів, отримані за допомогою хімічних і фізичних мутагенів.

Досить часто для мікробіологічного синтезу амінокислот використовують ауксотрофні мутантні штами, які одержують методами звичайної селекції або генної інженерії [5-7]. За допомогою мутагенних факторів у таких ауксотрофних штамів індукується мутація, в результаті якої припиняється або інгібується синтез одного з продуктів, що регулюють ферментні системи, каталізують утворення даної амінокислоти в клітинах мутанта і в культуральній рідині.

На теперішній час найбільше біотехнологічних розробок присвячено мікробіологічному синтезу лізину (продуценти родів Brevibacterium і Corynebacterium) [8-10], також запропоновано способи біотехнологічного отримання ізолейцину, лейцину, триптофану і треоніну (за використання E. coli) [11].

За вартістю продукції мікробіологічне виробництво амінокислот поступається тільки виробництву антибіотиків проте займає перше місце в світі за тоннажем (на 2013 рік виробляли приблизно 1,6 млн. т лізину та 350,0 тис. т треоніну) [12]. Потреби сільського господарства, харчової промисловості та медицини зумовлюють інтенсивний розвиток промислового виробництва амінокислот, зростання виробництва лізину та треоніну складає близько 10% на рік. В Україні виробництво лізину та треоніну відсутнє.
Для створення ефективної промислової (комерційної) технології виробництва амінокислот з максимальним накопиченням кінцевого продукту потрібно мати високопродуктивні штами-продуценти, знайти оптимальні умови культивування і використовувати дешеві субстрати. Окрім цих чинників, накопичення незамінних амінокислот можна також збільшити, змінивши метаболічні шляхи синтезу. 

Наведене обумовлює актуальність отримання нових активних штамів-продуцентів лізину та треоніну, дослідження їх біологічних властивостей, механізмів адаптації до засвоєння субстратів та можливості використання вказаних мікроорганізмів для біотехнології незамінних амінокислот.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана в ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України» в рамках відомчих тематик відділу промислової та харчової біотехнології «Розробити наукові основи біотехнологічного процесу одержання харчової добавки – лізину» (2003-2005) № державної реєстрації  0103U005800; «Розроблення наукових основ біотехнології незамінних амінокислот; Створення генетично модифікованого (ГМ) штаму продуценту лізину Brevibacterium sp.» (2007-2011) № державної реєстрації 0107U000443; «Розроблення наукових основ біотехнології незамінних амінокислот треоніну та триптофану» (2009-2013) № державної реєстрації 0109U0000471.
Мета та завдання дослідження. Мета дисертаційної роботи – отримання мутантних штамів-продуцентів лізину та треоніну роду Brevibacterium, вивчення біологічних особливостей та визначення біосинтетичної здатності до підвищеного синтезу цільових амінокислот перспективними штамами.
Для досягнення визначеної мети сформульовано такі завдання:

- здійснити клоновий аналіз штамів-продуцентів;

- провести фізичний (УФ) мутагенез продуцентів лізину та треоніну;

- провести хімічний мутагенез за допомогою N-метил-N-нітро-N-нітрозогуанідину продуцентів лізину та треоніну;

- відібрати найбільш продуктивні за цільовими амінокислотами ауксотрофні та аналогорезистентні штами-мутанти;

- дослідити морфологічні та біохімічні властивості мутантних штамів;

- провести порівняльне сиквенування гена 16S рРНК вихідних та мутантних штамів;

- оптимізувати умови культивування мутантних штамів.

Об’єкт дослідження – мікробіологічний синтез незамінних амінокислот лізину та треоніну.

Предмет дослідження – зміна рівня синтезу амінокислот лізину та треоніну штамами роду Brevibacterium за допомогою мутагенезу та підбору умов культивування. 
Методи дослідження – мікробіологічні (визначення ауксотрофності), біохімічні (визначення концентрації амінокислот, амонійного азоту, редукуючих речовин), молекулярно-генетичні (виділення ДНК, проведення ПЛР), фізико-хімічні (фізичний та хімічний мутагенез) та статистичне оброблення результатів.

Наукова новизна одержаних результатів. Встановлено після дії УФ-опромінення здатність до надсинтезу лізину та треоніну штамами Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 та Brevibacterium flavum ІМВ В-7446, відповідно. Філогенетичний аналіз гена 16S рРНК вихідних та мутантних штамів-продуцентів лізину та треоніну дозволив встановити, що гомологія нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК вихідного штаму-продуценту лізину Brevibacterium sp. 90 та мутантного штаму Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 складає 98%. Проведений філогенетичний аналіз штаму-продуценту треоніну B. flavum ІМВ В-7446 дозволив переглянути його систематичне положення, як наслідок, штам B. flavum ІМВ В-7446 відноситься до виду Corynebacterium glutamicum. Вперше встановлено послідовності гена 16S рРНК штамів Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 та B. flavum ІМВ В-7446 (C. glutamicum). Послідовності гена 16S рРНК штамів Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 та B. flavum ІМВ В-7446 (C. glutamicum) зареєстровано в базі даних “GenBank” (реєстраційні номери KT151946 та KT151948, відповідно). Вибір різних цукрів та джерел азоту і оптимізація параметрів культивування (температури, рН середовища, ступеню аерації, кількості ростових речовин) мутантних штамів дозволили збільшити накопичення лізину та треоніну в культуральному середовищі. 

Практичне значення одержаних результатів. За результатами багатостадійної селекції отримані перспективні штами-продуценти треоніну та лізину B. flavum ІМВ В-7446 (C. glutamicum) та Brevibacterium sp. ІМВ В-7447, відповідно. За допомогою фізичного (УФ) мутагенезу отримано перспективні стабільні мутантні штами-продуценти лізину та треоніну, що поповнюють Колекцію штамів мікроорганізмів та ліній рослин для харчової та сільськогосподарської біотехнології Державної установи «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України». Культури депоновані в «Національному Депозитарії мікроорганізмів» Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України. Комплекс проведених досліджень дозволив збільшити продукування треоніну штамом B. flavum ІМВ В-7446 (C. glutamicum) та лізину штамом Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 в порівнянні з вихідними культурами в 6 та 8 разів, відповідно. Результати роботи є ключовою ланкою для подальшого дослідження направлених мутацій в геномі продуцентів під впливом різних мутагенів для підвищення рівня синтезу амінокислот. Отримані результати є науковим підґрунтям для отримання промислових штамів-продуцентів незамінних амінокислот.
Особистий внесок здобувача полягає у розв’язанні завдань роботи, аналізуванні літературних даних, плануванні і проведенні експериментів у лабораторних умовах, узагальненні та інтерпретації отриманих результатів, встановленні закономірностей, формулюванні висновків, підготовці матеріалів до публікації. Спільно з керівником роботи були поставлені завдання дисертаційної роботи та проводились консультації і обговорення результатів досліджень. 
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи доповідалися на міжнародних науково-практичних конференціях: Международный конгресс «Биотехнология: состояние и перспективы развития» (г. Москва,  2007 г., 2009 г., 2011 г.,  2013 г.); III International Conference “BioMicroWorld 2009” (Lisbon, Portugal, 2009); Первая конференция молодых ученых «Биология растений и биотехнология» ИПБГ НАН Украины (Украина, Белая Церковь, 2011 г.); Всеукраїнська науково-практична конференція молодих учених та студентів (Київ, КПІ, 2011 р.); 77-а наукова конференція молодих учених, аспірантів і студентів (Київ, НУХТ, 2011 р.); 15th European Congress on Biotechnology «New biotechnology» (Turkey, Istanbul, 2012); ХІІ конференція молодих вчених «Наукові, прикладні та освітні аспекти фізіології, генетики, біотехнології рослин і мікроорганізмів» (Київ, 2012 р.); Всеукраїнська науково-практичної конференція, присвячена 115 річниці заснування НТУУ «КПІ» «Біотехнологія XXI століття» (Київ, 2013 р.); Друга конференція молодих учених «Біологія рослин та біотехнологія» (Київ, 2013 р.); VIII Всеукраїнська науково-практична конференція, присвячена 200 річниці з дня народження Т.Г. Шевченка «Біотехнологія ХХІ століття» (Київ, 2014 р.).
Публікації. За результатами досліджень опубліковано 19 наукових праць, у тому числі 6 статей у наукових фахових виданнях, що рекомендовано МОН України, 12 тез доповідей наукових конференцій, 1 розділ в монографії:

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі вступу, шістьох розділів, висновків, додатків та списку використаних джерел з 189 найменувань. Матеріали дисертації викладені на 142 сторінках, містять 33 рисунки, 13 таблиць і два додатки.
***

Автор висловлює вдячність науковому керівнику к. фіз.-мат. н., старшому науковому співробітнику С.М. Шульзі за наукове керівництво та консультації; співробітникам відділу промислової та харчової біотехнології ДУ «ІХБГ НАН України» за допомогу у проведенні досліджень, наукові консультації і моральну підтримку; співробітникам лабораторії екстракції рослинної сировини та біоконверсії за консультації та підтримку, а також старшому науковому співробітнику Інституту мікробіології та вірусології ім. Д.К. Заболотного Зеленій Л.В. за допомогу у дослідженні 16S  рРНК бактерій. 

РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Загальна характеристика амінокислот лізину та треоніну

Лізин та треонін посідають чільне місце серед незамінних амінокислот, які мають важливе значення для нормального функціонування організму, але не синтезуються в ньому.
Лізин (2,6-діаміногексанова кислота) – аліфатична амінокислота з вираженими властивостями основи [13]. Хімічна формула: C6H14N2O2 .
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Рис. 1.1 Структурна формула лізину [14]
Біологічну активність в організмі людини і тварин має лише L-форма амінокислот. D-форма біологічно не активна і може бути токсична [15].

Лізин був виділений в 1889 р. з гідролізату казеїну німецьким хіміком та фізіологом Едмундом Дрекселем. Він вважав, що лізин представляє собою диамін; правильна структура лізіну була встановлена в 1902 р. німецькими хіміком Германом Емілем Фішером і біохіміком Фріцем Вейгертом, які синтезували лізин та показали, що синтезований продукт ідентичний рацемізованому природному матеріалу [16]. 

Лізин бере участь в утилізації жирних кислот, необхідних для виробництва енергії і каталізує процеси ферментативних перетворень. У процесах ферментації α-аміногрупа радикала лізину здійснює прикріплення субстрату, що піддається ферментативному перетворенню, до ферменту. Лізин входить до складу нуклеопептидів, є проміжним продуктом у синтезі білка. В якості диамінокіслоти входить до складу білків рибосом і глюкагону-пептиду – гормону, що синтезується в клітинах островкової частини підшлункової залози. L-форма лізину знижує вміст тригліцеридів у сироватці крові. Лізин сприяє абсорбції кальцію, підтримує баланс азоту в дорослому організмі, сприяє утворенню колагену і відновленню тканин та бере участь в синтезі алкалоїду аналогічного нікотину [17]. 

Дефіцит лізину викликає у людей різні хворобливі прояви – головний біль, запаморочення, підвищену чутливість до шуму, зниження апетиту, нудоту, блювоту, ферментні порушення, анемію, лейкемію, виснаження, порушення репродуктивної функції. Недостатність лізину може проявлятися в почервонінні очей, випадінні волосся, нездатності до концентрації, дратівливості, нестачі енергії, уповільненні зростання. При спостереженні за особами, які не отримували в раціонах достатньої кількості лізину, відзначались порушення азотистої рівноваги, виснаження м'язів, порушення кальцифікації кісток, а також ряд змін у печінці і легенях. Лізин знижує підвищений рівень тригліцеридів у сироватці крові, підсилює імунітет до вірусних інфекцій. Слід зазначити здатність лізину зменшувати ймовірність і / або попереджати герпесну інфекцію. Завдяки вищезазначеному, лізин входить в тріаду амінокислот, які особливо враховуються при визначенні загальної повноцінності харчування (лізин, триптофан, метіонін) [18].

До натуральних продуктів – джерел лізину належить риба, молоко, боби, м'ясо, сир, дріжджі, яйця, соєві продукти, взагалі, всі багаті білком продукти. Лізин міститься також в авокадо, арахісі, креветках, помідорах, картоплі, червоному вині [19].
Незбалансованість харчування (що пояснюється, в першу чергу, економічними проблемами), недостатня кількість лізину в зернових продуктах і порівняно висока потреба організму в ньому вимагають введення лізину до раціону багатьох верств населення.
Лізин зареєстрований як харчова добавка для використання в рецептурах комплексних "здорових" продуктів харчування із збалансованим складом амінокислот та комбінованих харчових продуктів для спортсменів і шахтарів. 

В організмі птахів і тварин лізин практично не синтезується. Нестача лізину в організмі птахів і тварин (найбільш дефіцитний у раціонах свиней і птиці) викликає різке падіння приросту ваги, погіршення загального стану тварини на тлі падіння імунітету, проявляються ознаки анемії й загального виснаження (особливо у поросят) [20]. Додавання лізину до норми в раціони дозволяє усунути вищевказані симптоми. Природними джерелами лізину, який надходить в організм птахів і тварин є кормові суміші, в основному, рослинного походження. Синтезований лізин застосовують для збагачення кормів і харчових продуктів [21 – 23]. Добавка лізину в невеликій кількості до кормів значно збільшує продуктивність домашніх тварин [24, 25]. Однією з кормових добавок, яка містить значну кількість лізину є ліпрот (суміш лізину і протеїну), використання якого в складі раціонів дає змогу збільшити приріст маси тварин на 25-30%, а також підвищити стійкість до захворювань та знизити витрати кормів на одиницю продукції [26, 27].

Не менш важливою незамінною амінокислотою є треонін.

L-треонін – це (-2-аміно-(-гідроксибутанова кислота. Емпірична формула – С4H9NO3, молекулярна маса – 119,12 [28]. Його структурна формула:
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Рис. 1.2. Структурна формула треоніну [14]
Треонін був отриманий останньою з амінокислот в 1935 р. американським біохіміком Вільямом Каммінгом Роузом із співробітниками з кислотних гідролізатів фібрину [29]. 

Треонін бере участь в утворенні формілтетрагідрофолієвої кислоти, яка необхідна для синтезу амінокислот. Треонін сприяє підтримці нормального білкового балансу в організмі, відіграє важливу роль в утворенні колагену, еластину та зубної емалі; покращує діяльність печінки та функціонування вилочкової залози, здійснює ліпотропну функцію − упереджує накопичення жиру в печінці, приймає участь у синтезі пуринів, які, у свою чергу, розкладають сечовину (побічний продукт синтезу білка). Треонін підвищує імунітет організму, беручи участь у виробництві антитіл і включається в цикл трикарбонових кислот шляхом перетворення продуктів розщеплення в ацетил-КоА через піровиноградну кислоту. Треонін розпадається на гліцин і ацетальдегід. Він входить до складу поліпептидного ланцюга фосфопротеїдів, двома залишками входить до складу паратгормону. Біологічні функції треоніну в організмі пов’язані також із знешкодженням токсинів. Треонін зосереджений в серці, центральній нервовій системі і скелетних м'язах. 

Добова потреба в треоніні для дорослої людини складає 0,5 г, для дітей – близько 3 г. Особливо багато треоніну міститься в м'ясних продуктах, горбуші, моцареллі, бобових культурах, сьомзі, грибах, дріжджах [30].
Метаболічна роль треоніну при годівлі тварин пов'язана із зростанням скелетної мускулатури, синтезом травних ферментів і імунних білків (які присутні у високих концентраціях), синтезом гліцерину, отриманням енергії (через цикл трикарбонових кислот). Шлунково-кишковий епітелій (клітини слизової оболонки, слиз і травні ферменти) і деякі імунні білки особливо багаті на треонін. Треонін є одним із декількох попередників гліцину, який синтезується організмом тварин, і відіграє помітну роль в регулюванні засвоєння їжі. Ключовими ферментами метаболізму треоніну є треонінальдолаза і треоніндегідрогеназа [31, 32].

1.2. Способи отримання цільових амінокислот

Основними способами отримання амінокислот є методи мікробіологічного (лізин, треонін, валін) і хімічного (метіонін, триптофан, фенілаланін) синтезу, однак частину дефіцитних амінокислот можна отримувати із застосуванням ферментативних методів (метіонін), екстракції (цистин, тирозин) та генної інженерії (лізин, треонін).

У промислових масштабах амінокислоти отримують:

1. Гідролізом сировини природного походження, що містить білок.

2. Хімічним синтезом.

3. Мікробіологічним синтезом.

4. Біотрансформацією попередників амінокислот за допомогою мікроорганізмів або виділених з них ферментів (хіміко-мікробіологічний метод) [33].
Раніше методами гідролізу (кислотним, лужним, ферментативним) отримували амінокислоти виключно для фармацевтичних і наукових цілей. Технологія отримання амінокислот за рахунок гідролізу білків економічно не вигідна, тому і не набула широкого поширення [34].
На другому місці за обсягом виробництва амінокислот знаходиться хімічний синтез. Основним недоліком хімічного синтезу є отримання суміші амінокислот, що складається з ізомерів D- і L-форми [15].
Найбільш перспективний і економічно вигідний спосіб одержання амінокислот – це мікробіологічний синтез. Обсяги виробництва амінокіслот у світі перевищують декілька мільйонів тон на рік [12], при цьому шляхом мікробіологічного синтезу отримують більше 70%. Головна перевага даного способу полягає в можливості отримання амінокислот на основі поновлюваної сировини. Мікробіологічним способом лізин одержують в Японії (Ajinomoto Co, Kyowa Hokko), США (ADM, хіміко-мікробіологічний спосіб), Німеччині (Deggussa-Huels, BASF), Нідерландах, Великобританії, Китаї, Індонезії. Промислове виробництво амінокислот стало можливим після відкриття здатності деяких мікроорганізмів виділяти в культуральне середовище значні кількості певної амінокислоти. Найчастіше для мікробіологічного синтезу амінокислот використовують ауксотрофні мутантні штами, які отримують методами звичайної селекції або генної інженерії. Це штами, що належать до роду Brevibacterium, Micrococcus, Corynebacterium, Arthrobacter. 

Для культивування штамів мікроорганізмів при виробництві амінокислот як джерела вуглецю використовують найбільш доступні вуглеводи – глюкозу, сахарозу, рідше − фруктозу і мальтозу. Для зниження вартості поживного середовища в якості джерел вуглецю використовують і вторинну сировину – бурякову мелясу, молочну сироватку, гідролізати крохмалю, сульфітні луги. В якості джерел азоту використовують сечовину, солі амонію (сульфати і фосфати). Для успішного росту мікроорганізми потребують стимуляторів росту, в якості яких виступають кукурудзяні та дріжджові екстракти, солодові паростки, гідролізати висівок і дріжджів, вітаміни групи В. У поживне середовище додають деякі макро- та мікроелементи: P, Ca, Mg, Mn, Fe та ін. На процеси біосинтезу істотно впливає аерація. Мікробіологічний спосіб отримання амінокислот заснований на здатності мікроорганізмів синтезувати всі L-амінокислоти, а в певних умовах – забезпечувати їх «надсинтез» [15, 35].
З метою отримання чистих препаратів амінокислот застосовують промислові технології одноступінчастого і двоступінчастого синтезу. При одноступінчатому синтезі в промислових культиваторах вирощують ауксотрофні мутанти. Після завершення робочого циклу їх вирощування проводять відділення культуральної рідини від клітин мікроорганізмів, згущення культуральної рідини та отримання з неї товарного продукту з високою концентрацією синтезованої амінокислоти. 

При двоступінчатому синтезі, спочатку отримують попередника (часто найбільш дешевим хімічним синтезом), а потім, за допомогою ферментів, що виробляються мікроорганізмами, відбувається перетворення попередника в амінокислоту і при цьому утворюється тільки L- форма [36].

У мікробіологічного синтезу є свої переваги і свої недоліки. З одного боку, в ньому мало стадій і використовується відносно універсальне обладнання. З іншого боку, мікроорганізми чутливі до найменшої зміни умов культивування і за звичайних умов концентрація цільового продукту не висока, тому небхідно постійно витримувати оптимальні технологічні параметри ферментації і збільшувати робочі об’єми реакторів. Значний інтерес до такого способу одержання амінокислот, зумовлений перш за все тим, що мікроорганізми утворюють амінокислоти в біологічно активній L-формі, високими техніко-економічними показниками в порівнянні з іншими способами, а також можливістю організації в межах одного підприємства виробництва як кормових препаратів, так і особливо чистих амінокислот, придатних до використання в харчовій і фармацевтичній промисловості.
Хіміко-мікробіологічний метод отримання амінокислот – це хімічний синтез речовини-попередника з подальшою біотрансформацією ферментними системами відповідних штамів мікроорганізмів. Метод перспективний для отримання амінокислот, біосинтез яких з традиційних вуглецевих субстратів ускладнений або взагалі неможливий. Основна відмінність мікробіологічної ферментації від хіміко-мікробіологічного методу полягає у використанні не окремих виділених, а всіх ферментів мікроорганізмів.
Вивчення механізму метаболічних процесів мікроорганізмів-продуцентів дає змогу забезпечити оптимальні умови культивування та склад середовищ для підвищення продуктивності за синтезом біомаси і вмістом необхідних амінокислот (37, 38(.
1.3. Продуценти лізину та треоніну

Продуцентами амінокислот є головним чином мутанти, позбавлені ряду ферментних систем, завдяки чому відбувається надсинтез цільового продукту.
1.3.1. Продуценти лізину. Відомо декілька типів лізинпродукуючих мутантів, це ауксотрофи за гомосерином, треоніном та метіоніном і аналогорезистентні продуценти лізину (регуляторні мутанти) [1, 39, 40].
Високий рівень накопичення лізину відмічали у ауксотрофів за гомосерином, оскільки генетичне блокування гомосериндегідрогенази (ГД) зупиняє у таких мутантів синтез треоніну і дозволяє при зменшенні концентрації треоніну (або гомосерину) в середовищі зняти інгібування аспартаткінази (АК). В цьому випадку напівальдегід витрачається тільки на синтез лізину. Ауксотрофи за треоніном малопродуктивні, тому що частина попередника йде і на синтез гомосерину і зберігається активність ГД [41, 42].

Аналогорезистентні продуценти лізину відбирають за стійкістю до аналогу лізину S-(2-аміноетил)-L-цистеїну, який виступає в ролі штучного інгібітора АК. Цей аналог діє на регуляторну систему клітини, імітуючи надлишок відповідної природної амінокислоти, антагоністом якої він є. Як правило, включитись в білок аналог не може і ріст культури припиняється. Цей метод дозволяє відібрати мутанти з порушенням в системі регуляції цільової амінокислоти, а деякі з мутантів виявляються здатними до підвищеного її синтезу. Стійкі до аналогу лізину мутанти, за допомогою яких вихід лізину досягає 33 г/дм3, синтезують фермент в 100 разів менш чутливий до інгібування за механізмом зворотнього зв’язку у порівнянні з вихідним штамом [40, 42].

Регуляторні мутанти отримують за допомогою трансдукції, здійснюючи при цьому відбір спочатку окремих мутацій, що викликають повне розбалансування механізмів регуляції, а потім об’єднують отримані ознаки шляхом ко-трансдукції. В результаті для штаму можна послідовно закріпити стійкість до кількох аналогів [43 – 46].
Такі мутації продуцентів лізину в повній мірі характеризували штами, що відносяться до C. glutamicum та B. flavum. Деякі відмінності виявлені у штамів B. lactofermentum. Перша відмінність – інгібування активності АК окремо лізином і треоніном та наявність двох ізоферментів АК [47]. Друга відмінність – контроль першого етапу лізинової ділянки шляху, що здійснювалась репресією синтезу ферменту дигідродипіколінатсинтази лейцином [40]. Третя – у цього мікроорганізму менш виражена переважаюча конверсія спільного попередника – аспартата в треонін. Цим пояснюється той факт, що в продуктивних за лізином мутантів B. lactofermentum може бути відсутня повна ауксотрофність за гомосерином [48].

Головна роль в забезпеченні надсинтезу лізину таких мутацій як ауксотрофність за гомосерином для B. flavum та C. glutamicum та генетична десенсибілізація АК для B. lactofermentum не усуває необхідності введення додаткових мутацій, які підвищують рівень накопичення лізину. Найбільш продуктивні штами, як правило, отримують за допомогою ступінчастої селекції [40, 42, 47, 49]. Ауксотрофні мутанти відбирають на селективних середовищах після обробки клітинної суспензії мутагенами. Такі ауксотрофні мутанти не здатні синтезувати якусь певну амінокислоту. Одержання ауксотрофних мутантів – продуцентів амінокислот можливо тільки для мікроорганізмів, які синтезують щонайменше дві амінокислоти з одного попередника. Їх біосинтез контролюється на рівні першого ферменту загальної ділянки узгодженим гальмуванням кінцевими продуктами (ретроінгібування). У таких ауксотрофних мутантів надлишок однієї амінокислоти при дефіциті іншої не призводить до пригнічення активності першого ферменту. Амінокислота, за якою штам є ауксотрофним, повинна вноситись у середовище в обмеженій кількості [10].

Тривалий час у біотехнології амінокислот використовували комплекс селекційних методів, які зараз називають традиційними. В основі цих методів лежать індукований мутагенез і послідовне насичення геному мікроорганізма певними мутаціями [50, 51]. Такі мутації порушують регуляцію синтезу амінокислоти та активності ферментів, перерозподіляють потік попередників, підвищують їх синтез, блокують побічний синтез і подальше перетворення амінокислоти. Закріплюють такі мутації в геномі продуцента тривалою ступінчастою селекцією. Така селекція продуцентів амінокислот відбувається за визначеною програмою, яка складається на основі відомостей про регуляцію біосинтезу амінокислоти у певного мікроорганізму. Регуляторні мутації, які забезпечують генетичну дерепресію чи десенсибілізацію ферментів біосинтетичного шляху, відбирають за ознаками стійкості до структурних аналогів амінокислот, а іноді серед ревертантів ауксотрофних мутантів. Аналогостійкість супроводжується також порушенням транспорту амінокислоти. За ауксотрофністю відбирали мутанти, що не здатні до утворення метаболіта – інгібітора синтезу амінокислоти, з блокованим синтезом метаболіта, які не здатні до подальшого метаболічного перетворення амінокислоти. Мутантів з порушеним катаболізмом амінокислоти відбирали за нездатністю утилізувати цю амінокислоту як джерело вуглецю. Всі ці методи в різній послідовності застосовуються на окремих етапах селекції продуцента амінокислоти [6, 52]. У такому «вигляді» селекція продуцентів амінокислот існувала багато років. Було отримано продуценти всіх природних амінокислот з рівнем продуктивності від 15 до 100 г/дм3. Це дозволило створити виробництво багатьох амінокислот, в тому числі L-лізину та L-глутамінової кислоти (глутамату натрію).

Перші промислові продуценти амінокислот належали до роду корінебактерій і утворювали серед них особливу групу непатогенних грампозитивних глутаматпродукуючих корінебактерій [53, 54, 55, 56]. Головна особливість цієї групи – природна здатність продукування глутамінової кислоти та природна потреба у біотині, яка посилювалась в присутності пеніциліну. Ці мікроорганізми, які виділені з природних джерел, віднесено різними авторами [42, 47, 54] до кількох родів (Brevibacterium, Corynebacterium, Arthrobacter та ін.) та видів і складають на даний момент групу з різними родовими та видовими найменуваннями. В той же час детальні дослідження показали тотожність біохімічних ознак для багатьох представників цих організмів [55, 56]. За сукупністю таксономічних ознак штами глутаматпродукуючих корінебактерій можуть бути віднесені до одного роду Corynebacterium. Генетична близкість цих мікроорганізмів та високий ступінь гомології їх ДНК, дозволяла вважати їх одним видом [11, 43, 57]. 
Підвищення синтезу амінокислот аспартатної родини у Brevibacterium sp. зумовлено ауксотрофними мутаціями, які блокували один з етапів синтезу треоніну. Останній, в свою чергу, контролював рівень накопичення лізину в клітинах. У бревібактерій збільшення синтезу лізину досягали впливом мутагенів (УФ-опромінення, диетилсульфат, нітрозоетилмочевина, NTG) на прототрофні штами [6, 10, 48, 56, 58, 59].

Досягнення молекулярної генетики та генетичної інженерії створили реальні передумови для заміни традиційних методів селекції продуцентів амінокислот методами конструювання штамів, що включають клонування окремих генів, їх ампліфікацію на багатокопійних плазмідах, заміну промоторів з метою підвищення експресії гена та сайтспецифічний мутагенез. У зв’язку з тим, що об’єктом генетично-інженерних робіт була кишкова паличка (Esherichia coli) – мікроорганізм найбільш вивчений в генетичному та біохімічному аспектах, можна було очікувати, що всі можливості нових методів стосовно надсинтезу амінокислот будуть реалізовані за допомогою Е. coli. Проте очікуваний ефект з використанням цього мікроорганізму було отримано тільки для треоніну та гомосерину [10, 60, 61]. Неодноразово здійснювались спроби отримати методами генетичної інженерії продуценти інших амінокислот на основі Е. coli неодноразово здійснювали, але вони не привели до очікуваних результатів. Штами Е. coli з клонованими мутантними генами та відповідним набором мутацій в геномі реципієнта за продуктивністю поступалися штамам корінебактерій, отриманих традиційними методами селекції [62, 63].
Невдалі спроби застосувати генетичну інженерію для отримання продуцентів на основі Е. coli привернули увагу саме до корінебактерій, як до об’єкту генетичної інженерії. Завдяки розробці систем клонування генів і методів генетичної трансформації було досягнуто певних результатів у молекулярній генетиці глутаматпродукуючих бактерій [64 – 70]. Варто відмітити, що, окрім традиційних досліджень цих мікроорганізмів японськими фірмами (“Kyowa Hakko” та “Ajinomoto”), в аналогічну роботу включилося кілька нових дослідницьких груп. Було запатентовано виділені з корінебактерій плазміди та їх використання для переносу генетичної інформації для надсинтезу амінокислот [44, 71 – 76].

Селекція бревібактерій як продуцентів лізину. Продуценти лізину B. flavum мають знижену активність ГД (в 20–50 разів), проте це забезпечує потребу клітин у гомосерині. Особливий фенотип цих мутантів зумовлений властивостями ГД. Ріст продуцентів на мінімальному середовищі пригнічувався в присутності високих концентрацій треоніну або метіоніну внаслідок голодування за однією з цих амінокислот, викликаного інгібуванням активності ГД треоніном чи репресією синтезу ГД метіоніном. Метіонін- чи треонінчутливі мутанти продукували лізин з концентрацією 20 г/дм3 на середовищах з глюкозою [40].

Селекція штаму B. lactofermentum AJ11214, що продукував лізин з 50%-ою конверсією цукру, складалася з п’яти етапів. У штамів B. lactofermentum показано позитивний вплив на рівень накопичення лізину при ауксотрофності за лейцином, що пов’язано з особливістю регуляції синтезу ферменту дигідродипіколінатсинтази (ДДПС), в результаті якої лейцин пригнічував продукцію лізину [42].

Для розуміння природи надсинтезу лізину корінебактеріями було проведено дослідження на традиційному об’єкті B. flavum [59, 69, 70, 77]. В цих роботах показана важлива роль мутацій, що зменшували витрати пірувату на синтез метаболітів циклу Кребса та посилювали утворення аспартату (попередника лізину) з щавелево-оцтової кислоти (ЩОК), що поставляється анаплеротичною реакції – карбоксилюванням фосфоенолпірувату (ФЕП).

Саме таким методом автори досліджень штама B. flavum 22 отримали мутант КД-11, що характеризувався зниженою активністю піруватдегідрогенази, який продукував 55 г/дм3 лізину на середовищі з 10% глюкози [75].
Також було отримано штам Brevibacterium sp. Е – 531 [76, 77], який продукував 43 г/дм3 лізину. Важлива роль мутацій, що призводили до підвищення рівня продукції лізину, у штамів із десенсибілізованою АК чи дефектною ГД, показана в роботах [78, 79].

При культивуванні в колбах штаму Brevibacterium sp.90 на мелясних середовищах конверсія цукру в лізин складала 42-49%, рівень накопичення лізину за 68 годин досягав 65 г/дм3. Штам Brevibacrerium sp. 90 мав порівняно низьку потребу в ростових факторах і здатний накопичувати високий рівень лізину [80].
Варто зазначити, що результати, досягнуті в селекції корінебактерій – продуцентів лізину, не настільки значні у відношенні продуцентів інших амінокислот, таких, як ароматичні амінокислоти, гістидин, треонін, ізолейцин, лейцин та ін. 

Генетична інженерія бактерій як продуцентів амінокислот. Шлях пов'язаний зі зміною контрольного механізму синтезу амінокислот, направлений на підвищення синтезу амінокислот у мікроорганізмів і здійснюється генно-інженерними методами [81]. Надати необхідні властивості продуцентам можна також шляхом змін їх геномів трансформацією та підсиленням експресії генів, що відповідають за синтез цільового продукту [1, 2, 51, 82].
Грам-позитивні бактерії C. glutamicum широко використовуються для промислового виробництва різних амінокислот [83]. Секвенуванням і розшифровкою геному C. glutamicum і дослідженням функції генів присвячені роботи [84 – 90]. Повний сиквенс генома С. glutamicum АТСС 13032, його аналізування для розуміння молекулярної біології і фізіології цього організму сприяли створенню ефективних промислових штамів [91 – 95]. Дослідження синтезу лізину штамами С glutamicum направлені на визначення шляхів отримання суперпродуцентів [96 – 100], впливу умов навколишнього середовища, наприклад, сольового стресу [101 – 111], підбору складу поживного середовища, наприклад, використання різних цукрів і органічних кислот в якості джерел вуглецю [112 – 116].

Так, мутації генів hom і lysC штаму С. glutamicum дикого типу в результаті заміни аллельного гена збільшували накопичення з 8 г/дм3 до 55 г/дм3 L-лізину, що вказує на вплив специфічних мутацій на продукування. В подальшому дві мутації відновлювались до дикого типу генома, що призвело до синергетичного ефекту (75 г/дм3). Подальші мутації гена рус призвели після 27 год культивування до додаткового підвщення накопичення 80 г/дм3 [79].

Відомі перспективні методи продукування L-амінокислот за допомогою генетичної рекомбінації з використанням E. coli [11, 80]. E.coli – мікроорганізм, що має найбільший набір виражених мутацій і є факультативним анаеробом. Оскільки, і Escherichia і Corynebacterium є чутливими до антибіотиків, то гени стійкості до цих антибіотиків можуть слугувати селективними маркерами для обох мікроорганізмів [40, 42, 117]. Альтернативний мутагенезу генноінженерний підхід полягає у виділенні та зміні специфічних генів, які кодують ключові ферменти біосинтезу амінокислот. Однак цей метод досить складний для грампозитивних неспороутворючих корінебактерій та бревібактерій. Більшість плазмідних векторів з широким спектром господарів реплікуються тільки у грамнегативні мікроорганізми, тому необхідно створити вектори спеціально призначені для експресії генів у Brevibacterium та Corynebacterium. Такими векторами можуть бути човникові вектори Escherichia– Corynebacterium.
Застосування генно-інженерних методів до бревібактерій ускладнено відсутністю відповідних векторних молекул та способів введення в клітини чужорідної ДНК. Більшість плазмід для бревібактерій є криптичними і до нинішнього часу не вдалося використати жоден реплікон інших бактерій для утворення векторів у бревібактерій. Вбудовування селективних маркерів часто проходить навмання через труднощі ідентифікації криптичних плазмід і невідому будову реплікону цих плазмід.

Відомі спроби і вдалого клонування генів біосинтезу амінокислот [42, 59, 74, 78, 118]. При цьому можливі два підходи: пряме клонування у бревібактеріях і відбір за комплементацією ауксотрофності та клонування в E. coli. Відомий спосіб одержання L-лізину за допомогою E. coli полягав в тому, що гени, які кодують дигідродипіколинатсинтетазу та АК, втрачали чутливість до гальмування за типом зворотного зв’язку лізином та треоніном, а гени, які кодують диамінопімелатдегідрогеназу (або тетрагідродіпіколінатсукцинілазу та сукцинілдіамінопимелатдеацилазу), мали підвищену активність [118].

1.3.2. Продуценти треоніну. Промислові продуценти L-треоніну, як правило, отримують за допомогою традиційних методів ступінчастої селекції. Отримані промислові мутантні штами Saccharomyces cerevisiae синтезували на цукровмісних середовищах в 40 разів більше треоніну ніж вихідний штам [55, 119]; штами Serratia marcescens продукували треонін з концентрацією 13 г/дм3 на середовищі з 10% глюкози [120]; штами Methylobacillus glicogenes – 13,5 г/дм3 на синтетичному метанолі [121].
Для вдосконалення продуцента треоніну використовували факультативний анаероб E.coli і за допомогою генетичної рекомбінації отримали рекомбінантний продуцент треоніну. Саме так трансформували плазмідою з геном піруваткарбоксилази штам E. coli MG 442. За рхунок введення гена піруваткарбоксилази (ген рус) продукування амінокислоти збільшилось [11, 122 – 124]. Аналогічні результати отримали за допомогою генетичного модифікування E. coli зміною asd гена з нерідного промотора. Такий штам мав питому активність приблизно від 600 нмоль/хв/мг до 9 000 нмоль/хв/мг [125]. Описано спосіб отримання L-треоніну з використанням штаму E. coli TRN212, який забезпечувався частковим відключенням за допомогою методу рекомбінації. треоніндегідратази (tdc) в геномній ДНК мікроорганізму [126].
Значного підвищення рівня біосинтезу досягли за допомогою маніпуляції з генами thrE, thrA, thr B, thrC, відповідальними за транспорт треоніну у штаму C. glutamicum та C. lactofermentum [57, 127 – 129]. Продуцент мав інактивовану треоніндегідратазу та продукував за 36 годин культивування до 100 г/дм3 треоніну.

Проведений пошук природних плазмід корінебактерій призвів до виділення зі штаму дикого типу B. lactofermentum ідентичних криптичних плазмід із молекулярною массою 4,4 т.п.н., з унікальними сайтами рестрикції для кількох рестриктаз – pAM330, pBL1, pWS101, pX18, pGX190 [124, 127, 128].

Введенням селективних маркерів (генів стійкості до антибіотиків) в криптичні плазміди створено велику кількість двореплікованих човникових векторів. РНК-полімераза корінебактерій здатна впізнавати різні промотори грампозитивних і грамнегативних бактерій. Однак стійкість до антибіотиків у клітинах корінебактерій значно нижче, ніж у клітинах E. coli та бацил [128].
Здатність штамів корінебактерій до рекомбінації відіграє і позитивну роль. Делеційні великі вектори при спонтанному утворенні, втративши частину маси, зберігають селективні маркери та стають стабільними. При створенні систем клонування генів корінебактерій використовують і фаги, що викликають лізис в промислових умовах. Створено космідний вектор на основі фагу, що мав липкі кінці до плазмідного вектору pAJ43 [11]. Цей вектор «впаковується» в головку фага in vivo та переноситься під час фагової інфекції.
Клонування на векторі pCE152 гена ГД штаму дикого типу C. glutamicum дозволило отримати гібридну плазміду pChom9. Активність ГД і гомосеринкінази (ГК) збільшувалась в 17 разів в клітинах, що несуть гібридну плазміду. Для запобігання інгібування ГД треоніном, був проведений мутагенез плазміди in vivo. Із резистентних клонів була виділена плазміда pChom93, що кодувала мутантну ГД. Плазміду з мутантним геном вводили в штам з дефектною треоніндезаміназою – ферментом, що каталізував перетворення треоніну в ізолейцин. Рекомбінантний штам з плазмідою pChom93 продукував 17 г/дм3 треоніну в пробірках і 52 г/дм3 в лабораторному ферментері (конверсія цукру 29%) [11, 57, 127].
1.4. Регулювання та шляхи інтенсифікації біосинтезу лізину та треоніну
Інтенсифікація процесу біосинтезу лізина і треоніна може здійснюватися за рахунок підвищення продуктивності штамів-продуцентів або оптимізації процесу біосинтезу [11, 93, 96, 129, 130, 131]. Для бактерій, деяких водоростей та вищих рослин характерний шлях біосинтезу лізину та треоніну через α-диамінопімелінову кислоту (ДАП-шлях), який починається з аспарагінової кислоти. Крім лізину та треоніну за розгалуженою схемою біосинтезу із аспартату утворюються також метіонін та ізолейцин. Мікроорганізми синтезують кожну із амінокислот в певній кількості і контроль за швидкістю біосинтезу відтворюється за принципом зворотного зв’язку як на рівні генів [55, 132], які відповідають за синтез відповідних ферментів (репресія), так і на рівні самих ферментів, здатних під дією надлишку амінокислот змінювати активність (ретроінгібування) [1, 42]. Такий контроль виключає надcинтез амінокислот і вивільнення їх із клітини можливе лише у мікроорганізмів з порушеною системою регуляції [7, 40, 42, 132].

Інтенсифікацію біосинтезу досягають як за рахунок безпосереднього впливу на штами-продуценти, створення штамів з підвищеною продуктивністю, так і шляхом розширення спектру субстратів, що використовуються, оптимізацією умов культивування, вдосконаленням масообмінних процесів та технологічного обладнання [40, 132].
Одним із методів одержання високопродуктивних штамів мікроорганізмів є селекція мутантних клонів при дії різних мутагенів [45]. Спонтанні мутанти зазвичай виявляють з частотою мутації 10-6- 10-8, яку можна суттєво підвищити, обробивши клітини мутагенами.

Корінебактерії та бревібактерії синтезують лізин та треонін пентозофосфатним та гліколітичним шляхами (рис. 1.3) [1, 7]. При використанні мічених атомів 13С встановлено, що бактерії синтезували лізин через піруват, аспарагінову кислоту та α-диамінопімелінову кислоту (ДАП), а також метіонін, треонін та ізолейцин з аспартату. На цьому метаболічному шляху диамінопімелатні будівельні блоки формували пептидоглікан для клітинної стінки [7, 79, 133].
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Рис. 1.3 Схема синтезу лізину та треоніну  через ДАП-шлях [7].
Примітка:                            -          репресія,                                - ретроінгібування

ЩОК – щавлевооцтова кислота, ДАП – диамінопімелінова кослота, ЦТК – цикл трикарбонових кислот, ГК – гомосеринкіназа, ТД – треоніндегідрогеназа, ген lysC кодує АК, ген pyc кодує піруваткарбоксилазу ПК, ген hom кодує ГД, ген dapA кодує дігідропіколінатсинтазу (ДДПС), ген mgo кодує малат:гуінон оксидоредуктазу.
Було показано [7, 42, 56, 72, 134 – 137], що біосинтез лізину це розгалужений ланцюг реакцій за участю більше ніж 60 ферментів. Усі гени корінебактерій, що кодували ці ферменти, було ізольовано та сиквеновано [6, 7, 55, 79]. Для кожного гена визначено його місце і функція у метаболічному шляху та участь в транспортуванні лізину [138 – 140]. Ключовими генами у регуляції синтезу лізину та треоніну визначено pyc (піруваткарбоксилаза), lysC (аспартаткіназа), hom (гомосериндегідрогеназа), lysА (диамінопімелат декарбоксилаза), dapA (дігідропіколінатсинтаза), mgo (малат:гуінон оксидоредуктаза) [132, 141 – 144].
Шлях біосинтезу від аспарагінової кислоти до лізину у корінебактерій, на відміну від інших мікроорганізмів, мав тільки один контрольований кінцевим продуктом етап – фосфорилювання аспарагінової кислоти (рис. 1.3). Реакція каталізувалась АК, здатною у штамів дикого типу до полівалентного інгібування лізином і треоніном.

Спільний попередник (напівальдегід аспарагінової кислоти) в синтезі лізину та треоніну витрачався у корінебактерій переважно на синтез треоніну. Ферментативна активність ГД була в 15 разів вища за активність дигідропіколінатсинтази, тому процес біосинтезу скеровувався на виробництво треоніну. Біосинтез треоніну регулювався АК і ГД за принципом зворотного зв’язку та репресії [40, 71].

Біосинтез лізину у природних (диких) штамів розпочинався після насичення клітини треоніном, метіоніном та ізолейцином [1]. Для підвищення рівня синтезу лізину блокували синтез цих амінокислот шляхом пригнічення активності ГД або ГК.

Для інтенсифікації синтезу лізину необхідно, в першу чергу, усунути інгібування АК [1, 7]. Цього досягали завдяки зниженню внутрішньоклітинного вмісту треоніну або ж генетичною зміною АК, що полягала в десенсибілізації дії лізину та треоніну. Більшість промислових продуцентів це ауксотрофні або регуляторні мутанти. Вони не чутливі до впливу лізину та треоніну, і умовно розділені на основні класи лізинпродукуючих мутантів:

-ауксотрофи за гомосерином з відсутністю активності ГК;

-ауксотрофи за треоніном з відсутністю активності ГД;

-метіонін- чи треонінчутливі мутанти з низькою активністю ГД;

-резистентні мутанти до антиметаболітів лізину (найбільш вживаний S-(2-аміноетил)-L-цистеїн) або ж регуляторні мутанти, у яких АК нечутлива до ретроінгібування;

-ауксотрофи за лейцином;

-інші аналогорезистентні мутанти.

Генетичне блокування ГД зупиняло у мутантів синтез треоніну та дозволяло, шляхом обмеження вмісту треоніну в середовищі, зняти інгібування АК. За рахунок повного дефекту ГД спільні попередники лізину та треоніну витрачались тільки на синтез лізину [40, 42, 71]. Ауксотрофи за треоніном та метіоніном, з генетичним блокуванням гомосеринкінази (ГК), продукували менше лізину та одночасно накопичували гомосерин із збереженням активності ГД [42].

Особливий фенотип мутантів із зниженою активністю ГД зумовлений властивостями ГД. Було показано, що ріст продуцентів на мінімальному середовищі пригнічувався в присутності високих концентрацій треоніну чи метіоніну внаслідок голодування, відповідно, за однією з цих амінокислот, викликаного інгібуванням активності ГД треоніном чи репресією синтезу ГД метіоніном [40].

В роботах [ 40, 42, 71, 141] було показано, що аналогорезистентні мутанти синтезували лізин внаслідок генетичної зміни АК, яка стала не чутливою до дії лізину та треоніну. Аналогорезистентні мутанти, які мали тільки змінену АК продукували лізин з концентрацією 15 г/дм3 на середовищі з глюкозою.
Характерною особливістю таких продуцентів була здатність до перетворення піперидин-2,6-дикарбоксилату в диамінопімелат двома шляхами. Перший шлях складали три реакції за участю сукциніл-амінокетопімелату та сукциніламінопімелату, другий шлях – одна реакція з участю диамінопімелатдегідрогенази. Розподіл потоку за цими двома шляхами регулювався присутністю амонію та біотину в середовищі, за допомогою ферментів, що кодували гени mgo, pyc, dap [71, 133]. 

«Потоком» від аспартату до лізину, керували АК (зворотній зв’язок) та ДДПС. Отримано мутанти з підвищеним синтезом лізину, у яких посилена дія вказаних ферментів кодувалось генами lys C та/або dapA [44, 71, 138, 141].
З метою розширення виробництва амінокислот та підвищення економічної ефективності технології, було розроблено та впроваджено низку способів збільшення виходу цільового продукту [1, 2]. Інтенсифікацію біосинтезу здійснювали як використанням високопродуктивних штамів [2, 3], так і біотехнологічними прийомами (розширенням спектру використання субстратів, оптимізацією умов культивування, вдосконаленням масообмінних процесів та технологічного обладнання) [5, 56, 72, 145 – 147]. Шляхи інтенсифікації біосинтезу лізину представлено на рис. 1.4. 
Сировиною для одержання лізину в більшості випадків були меляса, сахароза, сульфат амонію, фосфати, кукурудзяний екстракт. Однак, певні штами-продуценти лізину використовували як субстрат окремі хімічні сполуки, природні полімери та відходи харчових і сільськогосподарських виробництв [1, 2, 42].

Використання в технології лізину ауксотрофних мутантів також пов’язано з прийомами інтенсифікації біосинтезу. Це стосувалось, в першу чергу, складу поживних середовищ та умов культивування, які індивідуально підбирали для кожного нового штаму [2, 3, 40].
Для підвищення синтезу лізину досить суттєвим був процес забезпечення стабілізації основних параметрів культивування, оскільки вихід цільової амінокислоти залежав від температури середовища, інтенсивності аерації, тривалості ферментації, дози та віку інокуляту [1, 2, 42], а також від присутності БАР у середовищі культивування штамів-продуцентів. 

Окрім джерел вуглецю, азоту та фосфору у середовище вносили як ростовий фактор та джерело БАР кукурудзяний екстракт (1,2-1,5% за сухою речовиною). Дослідження [42, 71] показали, що в присутності в середовищі метіоніну, треоніну та біотину з концентрацією 15–20 мкг/дм3, штам-продуцент синтезував лізин. При зменшенні концентрації біотину до 7-13 мкг/дм3 у культуральній рідині накопичувалась глутамінова кислота, а при зниженні до 2,5 мг утворювалась молочна кислота.
Оптимальним співвідношенням вуглецю та азоту в середовищі було 11:1. При зсуві рівноваги вихід лізину змінювався або накопичувався аланін. Рівень аерації (повітря/середовище) за хвилину складав 1:1 (v/v). При зменшенні аерації утворювалась молочна кислота [45].
Результати, отримані за допомогою аналізу транскриптому С. glutamicum [148], показали підвищення споживання кисню клітинами, позбавленими джерел азоту.

На першу добу ферментації у періодичних умовах продуценти використовували до 25% вуглеводівз синтезом біомаси. Далі, на фоні зниження швидкості росту, клітини активно синтезували лізин. Для стабілізації рН періодично проводили титрування водним розчином аміаку. При додатковому дробовому внесенні цукру та азоту (підживлення) отримували підвищений вихід лізину. Такими технологічними прийомами досягали кінцевих концентрацій лізину 40 г/дм3, а залишкова концентрація цукру складала 0,5–1,0 г/дм3 [42].
Одним із способів підвищення синтезу лізину було застосування підживлення (внесення додатково меляси) в процесі періодичної ферментації штаму Brevibacterium sp. та збільшення дози посівного матеріалу [40].
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Рис. 1.4 Шляхи інтенсифікації біосинтезу лізину та треоніну

У промисловому виробництві лізину відходи цукрового і крохмалепатокового виробництв було замінено на синтетичну оцтову кислоту. В зв’язку з токсичністю ацетату для продуцента необхідно було поступове надходження ацетату з концентрацією у культуральній рідині не більше 2%. Додаткове внесення цукру (1%) у ферментаційне середовище підвищувало вихід лізину на 30-50%, при цьому коефіцієнт конверсії ацетату складав 27%, а концентрація лізину досягала 40–50 г/дм3  [40, 42].

Мутантні штами B. flavum, здатні на ацетатному середовищі забезпечити накопичення лізину до 70 г/дм3 [42], а це вдвічі більше ніж при використанні меляси за однакових параметрах культивування [40].

Підвищення концентрації лізину у КР (до 16,6 г/дм3 ) відмічено у штама-продуцента B. flavum (ауксотроф за гомосерином, стійкий до дії S–(2–аміноетил)-L цистеїну) при внесенні у середовище 2% диметилсульфоксиду. Інтенсифікація синтезу відмічена у цього мутантного штаму вже через 28 год після початку культивування [134]. Для підвищення синтезу використовували інтенсивну аерацію або збагачене киснем повітря [135].
Підвищення концентрації лізину (58 г/дм3) отримано при культивуванні мутантного штаму, резистентного до S–(2–аміноетил)-L–цистеїну, залежного від гомосерину і лейцину та чутливого до 2–фторпірувату натрію [40].

Концентрацію лізину (35 г/дм3) одержали у випадку використання мутантів C. glutamicum 9366 – AEC/100, гомосеринзалежних стійких до S–(2–аміноетил)-L–цистеїну та гідроксамату лізину [5, 46, 112]. [5, 46, 112].
Штами-продуценти Brevibacterium sp, іммобілізовані на кульках з гелю альгінату, інтенсифікували синтез лізину до 60 г/дм3 при тривалості культивування 120 годин на середовищі з глюкозою [136].

Мутантний штам Brevibacterium sp. 90 накопичував 65 г/дм3  лізину за 72 год в лабораторних умовах та 56 г/дм3 за 60 годин в промислових умовах. Конверсія цукру складала 45-49% [42].
Максимального рівня синтезу лізину було досягнуто в умовах безперервного культивування мутантного штаму C. glutamicum B–6 [137]. 
З метою інтенсифікації біосинтезу лізину, розроблено генно-інженерні методи отримання надпродуцентів амінокислот з використанням E. coli [7, 61, 128, 149, 150]. Такі надпродуценти виявилися не стійкими в промислових умовах та не давали підвищеного виходу цільових амінокислот [1, 40, 42].
Для інтенсифікації мікробіологічного синтезу лізину необхідно визначити метаболічні шляхи та шляхи регулювання біосинтезу, ауксотрофність штаму, присутність в складі середовищ інгібуючих речовин [5], а також оптимальні параметри культивування [151].

Для одержання мутантів – продуцентів треоніну із родини корінебактерій використовують селекцію регуляторних мутантів, у яких ГД не чутлива до треоніну. Як селективний агент використовують аналог треоніну β-оксинорвалін (2-аміно-3-оксивалеріанову кислоту). Мутанти B. flavum, стійкі до β-оксинорваліну, мають дві регуляторні мутації, які порушують ретроінгібування як ГД, так і АК. У таких штамів в середовище виділялися одночасно і треонін, і лізин. Дуже рідко вдається виділити мутанти, у яких десенсибілізована тільки ГД і які накопичують в середовищі 10-12 г/дм3 треоніну без домішок лізину [58, 152].
Клонування генів корінебактерій здійснювалось двома шляхами. Перший шлях – гетерологічна комплементація за допомогою плазмідних або космідних векторів хромосомної ДНК корінебактерій добре вивчених у генетичному та біохімічному відношенні ауксотрофів кишкової палички.
Для культури E. coli встановлено що гени, які кодують синтез АК, ГК і треонінсинтази (ТС), складають треоніновий оперон. Така організація структурних генів дозволила застосовувати культуру E. coli для одержання надпродуцентів треоніну. На основі мутантів, виділених із вихідної культури E. coli К-12, одержано продуцент треоніну, який не потребує внесення будь яких амінокислот в середовище.

Другий шлях – це пряме клонування генів корінебактерій комплементацією ауксотрофів цих мікроорганізмів [58, 153 – 155].

В роботі [127], було клоновано гени, що кодують ферменти біосинтезу треоніну (ГД, ГК) у C. glutamicum та B. lactofermentum. Гени треонiнового оперону E. coli були використані для вдосконалення продуцента треоніну B. flavum. Було використано шатл вектор рСЕМ300, новий шатл вектор рЕС71 і отримано плазміди, що несли гени синтезу треоніну E. coli. Після проведення хімічного мутагенезу за стійкістю до норваліну виділено мутанти з рекомбінантними плазмідами. Мутантний штам B flavum мав клоновані гени thrA і thrB. Штам продукував до 10 г/дм3 треоніну на 48 годину культивування.

В роботі [152] було клоновано гени треонінового оперону hom-thrB і ген thrC C. glutamicum ATCC 13032 та ген hom із стійкістю до інгібування треоніном. Гени було клоновано відповідно з hom FBR-thrB опероном C. glutamicum DM 368-3 і в комбінації з генами E. coli / C glutamicum. Ферментативна активність ГД, ГК та треонінсинтази у рекомбінантних штамів підвищувалась, як правило, в 10-20 разів.

Необхідно відмітити, що для штамів дикого типу C. glutamicum збільшення дози треонінових генів не приводило до підвищення продукції треоніну. Надекспресія гену thrC або в комбінації з генами hom FBR і thrB теж не приводила до надпродукції треоніну чи лізину у рекомбінантних штамів.

***

Cучасна біотехнологія має різноманітні методи підвищення продуктивності штамів-продуцентів амінокислот. Мікроорганізми-продуценти амінокислот залишаються об’єктом уваги біотехнологів та генетиків, а мікробіологічний спосіб для отримання амінокислот є найбільш вживаним і економічно виправданим.
Підвищений синтез незамінних амінокислот пов'язаний з певними мутаційними порушеннями регуляторного контролю біосинтезу. Співставлення різних методів вдосконалення продуцентів амінокислот показує, що традиційна селекція ще не втратила свого значення. Способи традиційної селекції успішно використовувалися, використовуються і матимуть успіх у майбутньому.

Можливості технології рекомбінантної ДНК, використання досягнень метаболічної інженерії показали, що до значного підвищення біосинтезу лізину та треоніну у коріне- та бревібактерій приводили зміни в п'яти генах, а саме в lysC, lysА, dapA, pyc, hom, mgo. На нашу думку, оптимальним способом отримання продуктивних штамів-продуцентів амінокислот є поєднання мутаційного впливу та біотехнологічних прийомів. 

РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Штами-продуценти
Для досліджень використовували штами Brevibacterium flavum ТН-7, Brevibacterium sp. УКМ Ас-674 (Brevibacterium sp. 90), Brevibacterium sp. ІМВ Ас-5004 (Brevibacterium sp. 90Н), Brevibacterium sp. УКМ Ас-675 (Brevibacterium sp. Е531), мутантний штам Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 та мутантний штам Brevibacterium sp. ІМВ В-7446 з «Колекції штамів мікроорганізмів та ліній рослин для харчової та сільськогосподарської біотехнології» Державної установи “Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України” (далі Колекція).
2.2. Умови культивування та поживні середовища

Для вирощування штамів-продуцентів лізину та треоніну використовували повноцінні поживні середовища: м'ясо-пептонний агар (МПА) [156] та м'ясо-пептонний агар збагачений (МПАзб.) (г/дм3): поживний бульон – 23,0, глюкоза – 1,0, дріжджовий екстракт –5,0, агар – 30,0, вода дистильована, pH 7,0±0,1. В окремих експериментах у середовищі МПА замінювали глюкозу на сахарозу.

Як інокуляційне використовували середовище наступного складу (г/дм3): меляса – 30,0, NH4Сl – 5,0, дріжджовий екстракт (ДЕ) – 3,0. Інокулят вносили у ферментаційне середовище у кількості від 10% до 20%  в залежності від досліду.

Для визначення ауксотрофності клітин Brevibacterium брали дводобову культуру з концентрацією 1,5х1010 КУО/дм3, переносили в мінімальне середовище (МС) наступного складу (г/дм3): сахароза (або глюкоза) – 30,0, (NH4)2SO4 – 10,0, KH2 PO4 – 2,0, MgSO4 – 0,4, агар – 30,0 з досліджуваною амінокислотою або ферментаційне середовище наступного складу (г/дм3): меляса – 160,0, (NH4)2SO4 – 15,0; KH2 PO4 – 0,5; K2HPO4 – 0,5; MgSO4 х7H2O – 0,25; FeSO4 х7H2O – 0,01; MnSO4 хH2O – 0,01; ZnSO4 •7H2O – 0,001; CuSO4 – 0,2; NiCl2 – 0,02; ДЕ – 5,0, після стерилізації вносили суху стерильну крейду до кінцевої концентрації 1%. [157] Глюкозу, сахарозу та амінокислоти вносили в мінімальне середовище окремо після стерилізації. Розчини амінокислот готували із застосуванням стерильної дистильованої води (190 мг на 0,025 дм3), автоклавували 15 хв при 0,5 атм. Стерильні розчини вносили по 0,4х10-3 дм3 в розплавлене мінімальне середовище (0,05 дм3), перемішували та розподіляли на чашки Петрі. 
Культивування протягом трьох-чотирьох діб здійснювали в колбах Ерленмейера об’ємом 0,25 дм3 з 0,003 дм3 середовища за температури 30±1°С і 240 об/хв в шейкері-інкубаторі “BIOSAN” ES-20 (Латвія).

Вміст різних компонентів середовища змінювали в залежності від поставленого завдання. Джерела вуглецю – глюкозу, фруктозу, сахарозу вносили в середовище із розрахунку від 40 до 80 г/дм3. 
Концентрацію Na2CO3 варіювали від 0,1 до 0,5 г/дм3; проліну – 0,4 до 2,0 г/дм3; тіаміну HCl – 1-5(10-3 г/дм3; біотину – 1-5(10-4 г/дм3; ДЕ – 0,5-2,5 г/дм3; ізолейцину та метіоніну від 0,1 до 0,5 г/дм3.

Для культивування продуцентів треоніну використовували мелясне середовище І наступного складу (г/дм3): бурякова меляса – 160,0, кукурудзяний екстракт – 40,0; (NH4)2SO4 – 15,0; KH2PO4 – 0,5; K2HPO4 – 0,5; MgSO4 x7H2O – 0,25; біотин – 3,0х10-4; лейцин – 2,0х10-4; FeSO4 x7H2O – 0,01; MnSO4 xH2O – 0,01; ZnSO4 x7H2O – 0,001; CuSO4 – 0,2; NiCl2 – 0,02. 

Для визначення ефективності альтернативних джерел вуглецю використовували бурякову мелясу, молочну сироватку і синтетичне середовище. В цьому випадку використовували мелясне середовище ІІ наступного складу (г/дм3): меляса – 160,0; (NH4)2SO4 – 15,0; KH2PO4 – 0,5; K2HPO4 – 0,5; ДЕ –2,5; а також сироваткове середовище наступного складу (г/дм3 молочної сироватки): глюкоза – 80,0; (NH4)2SO4 – 15,0; пептон – 1,0; ДЕ – 2,5. В середовища додатково вносили амінокислоти метіонін, лізин, ізолейцин в кількості 0,0025 г/дм3 або біотин в кількості 0,002 г/дм3.
2.3. Дослідження ауксотрофності
Дослідження ауксотрофності здійснювали згідно методики [58], модифікованої для потреб бактеріальних продуцентів та поживних середовищ. 
Для визначення ауксотрофності штамів використовували бактеріальну суспензію, яку готували таким чином: відбирали дводобову культуру з штрихових культур МПАзб., яку розводили у стерильному фізіологічному розчині до концентрації 1х105 КУО/дм3, що відповідало 0,5 оптичної густини (ОГ). ОГ вимірювали за допомогою фотоелектроколориметра (модель КФК-3) в кюветах з товщиною між стінками d=5 мм (довжина хвилі 440 нм). 

Отриманий інокулят переносили стерильно в: а) МПАзб., б) МС, в) МС з амінокислотою (МС+лейцин або гомосерин) та відповідним антиметаболітом (МС+β-оксинорвалін (НВ), МС+аміноетилцистеїн (АЕЦ); г) мелясне середовище.

Після стерилізації вносили стерильну крейду в кількості 10 г/дм3 для створення буферності середовища в процесі метаболізму бактерій. Глибинне культивування здійснювали в колбах Ерленмейєра об’ємом 0,25 дм3 з поживним середовищем об’ємом 0,03 дм3 в шейкері-інкубаторі “BIOSAN” ES-20 протягом трьох-чотирьох діб за температури 31±1°С і при частоті обертання 240 хв-1. Ауксотрофність визначали за наявністю росту бактерій на вибраному середовищі [158, 159].

2.4. Дослідження впливу мутагенних факторів на штами-продуценти лізину та треоніну
2.4.1. УФ мутагенез. Згідно з методикою [45] проведено мутагенез УФ опроміненням (використовували дві лампи «Phillips» потужністю 30 Вт кожна, λ=254 нм, відстань до об’єкту опромінення – 0,12 м) бактеріальних суспензій за кімнатної температури протягом 60 – 720 с з інтервалом 60 с. Опромінену бактеріальну суспензію розсівали у різних розведеннях (від початкової концентрації суспензії до розведення 10-6) на мінімальне середовище з амінокислотами та аналогом цільової амінокислоти [11]. 
Інкубацію здійснювали в термостаті за температури 31±1°С протягом трьох діб. Всі колонії, що були ауксотрофними до лейцину та гомосерину та виросли на МС з амінокислотами та на МС з аналогами амінокислот, перевіряли щодо продукування лізину та треоніну. Найбільш продуктивні клони відбирали для наступних етапів та подальших досліджень.

Мутагенез здійснювали на установці (рис. 2.1) згідно схеми, що представлена на рис. 2.2. 
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Рис. 2.1 Установка для опромінення бактеріальної культури УФ світлом


Рис. 2.2 Загальна схема мутагенезу продуцентів лізину та треоніну
2.4.2. Хімічний мутагенез. Бактеріальну суспензію (титр клітин 106 – 107) готували на стерильному фізіологічному розчині. Суспензію вибраних клонів витримували на шейкері (220 хв-1) за температури 30-32 °С протягом 5-30 хв у Трис-малат буфері (рН 6,0), що містив від 100 до 500 μg/дм3 NTG. Потім клітини промивали у 0,1 М Трис-фосфатному буфері з рН 7,2. Бактеріальну суспензію, отриману методом розведень, розсівали на чашки Петрі на МС з аналогом лізину – АЕЦ або треоніну – НВ.
Визначали вплив хімічних мутагенних факторів на життєздатність клітин бактерій. Кількість клітин, що виживали, визначали за кількістю колоній штамів бревібактерій, що виросли на МПАзб. [137].
2.5. Філогенетичний аналіз

Реактиви. Приготування реагентів для біохімічних та електрофоретичних досліджень здійснювали на очищеній та деіонізованій воді (система «DIRECT Q3», «Мilipore», Франція).

Для виділення та аналізу геномної ДНК використовували: набір реагентів з протоколами для виділення вищезазначених ДНК бревібактерій («Fermentas», Литва), а також агарозу ("Sigma", США), бромід етидію (базовий розчин концентрацією 10 г/дм3) та бромфеноловий синій ("Sigma", США) [158, 160].

Виділення ДНК. Для виділення ДНК клітини бактерій брали з однодобової культури, отриманої на МПБзб. за температури 31±10С в умовах аерації при кількості обертів 220 хв-1. ДНК виділяли за стандартною процедурою для грампозитивних бактерій [146]. Для лізису клітин додавали 1 % лізоциму (10 мг/мл). Виділену ДНК досліджували за допомогою горизонтального електрофорезу (для встановлення чистоти ДНК та розділення на амплікони) та ПЛР (для збільшення копійності) [162 – 164]. Електрофоретичне розділення виділеної ДНК проводили в 1%-му агарозному гелі в Трис-ацетатній буферній системі. Молекулярну масу фрагментів ДНК визначали за їх електрофоретичною рухливістю, використовуючи як маркери 1kb – ДНК маркер (1kb Fermentas SM1163) [162].
Умови проведення ПЛР. Ампліфікацію гену 16S рРНК здійснювали за допомогою універсальних бактеріальних праймерів 27f та 907r (27F 5’-AGA GTT TGA TGG CTC AG-3’; 907r 5’-CCG TCA ATT CCA TTT GAG TTT-3’) та 27f і 1492r (27F 5’-AGA GTT TGA TGG CTC AG-3’; 1492r 5’-TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’). ПЛР проводили на ампліфікаторі «Mastercycler personal 5332» (Eppendorf, США) з термостатованою кришкою. Реакційна суміш складалася з однократного ПЛР-буфера з сульфатом амонію, 0,2 мкМ відповідних праймерів (до фрагменту 16SRNA з 27-го по 907-й нуклеотид або з 27-го по 1492-й нуклеотид), 200 мкМ кожного з дезоксинуклеотидтрифосфатів, 0,5 од. Taq-полімерази (Fermentas, Литва), 2,0 мМ хлориду магнію, 10-50 нг ДНК-проби. Загальний об’єм реакційної суміші дорівнював 20 мкл. 
Умови ампліфікації: початкова денатурація за Т=950С – 3 хв; 32 цикли ампліфікації (Т=940С – 30 с, Т=570С – 45 с, Т=720С – 30 с); кінцева елонгація відбувалася за Т=72 0С протягом 5 хв [165]. Електрофоретичне розділення отриманих продуктів ампліфікації проводили в Трис-ацетатному буфері. Отриманий фрагмент виділяли з агарозного гелю за допомогою набору «Macherey-Nagel NucleoSpin Extract» згідно з інструкцією фірми-виробника та сиквенували на автоматичному сиквенаторі «ABI PRISM 310 Genetic Analyser» (Applied Biosystems). Результуючий контиг сиквенування отримували шляхом порівняння прямої та зворотньокомплементарної послідовностей з використанням програми CLC Main Workbench (CLC bio). Гомологічні послідовності відбирали з бази даних «GenBank» [166]. 

Порівняльний аналіз нуклеотидних послідовностей. З бази даних «GeneBank» було відібрано послідовності гена 16S рРНК різних представників родини бревібактерій, що мали найбільший рівень нуклеотидної подібності до сиквенованих фрагментів гена 16S рРНК досліджуваних штамів-продуцентів лізину. Для з’ясування систематичного положення досліджуваних штамів зі спорідненими було проведено вирівнювання відповідних нуклеотидних послідовностей в програмі ClustalW [167] та побудовано дендрограму філогенетичних зв’язків. Філогенетичний аналіз проводили в програмі MEGA6 [168, 169].
2.6. Біохімічні та фізичні методи аналізу
рН культурального середовища визначали за допомогою рН-метру «рН – 150».
Визначення кількості цукру проводили резорциновим методом згідно методики [170]. Конверсію цукру в цільову амінокислоту розраховували за формулою:
(р-р0)=Yp/s(S0-S),

де р0 – кількість амінокислоти у вихідному середовищі, р – кількість отриманого продукту (амінокислоти), S0 – кількість сахарози у вихідному середовищі, S – кількість сахарози у культуральній рідині, Yp/s – конверсія.
Кількість амонійного азоту визначали згідно методики з використанням реактива Несслера [171]. Визначення сухих речовин (СР) здійснювали ваговим методом (висушування при температурі 105°С до постійної маси) [172]. ОГ вимірювали за допомогою фотоелектроколориметра (модель КФК-3) в кюветах з розміром між стінками d=5 мм за довжини хвилі 440 нм [173]. 

Кількість синтезованих цільових амінокислот визначали за допомогою амінокислотного аналізатору «ААА-400» (Ingos, Чехія) або за допомогою тонкошарової хроматографії. 

Як буферну систему для тонкошарової хроматографії використовували суміш ізопропанол:аміак:ацетон:вода у співвідношенні 50:12:50:8 [174]. Як барвник використовували розчин нінгідрину (нінгідрин – 0,5 г, ацетон – 0,06-0,07 дм3, льодова оцтова кислота – 0,001 дм3, дистильована вода – 0,004 дм3). Приготування елююючого розчину: в мірну колбу об’ємом 1 дм3 вносили 0,4 дм3 розчину етилового спирту з масовою часткою 75%, додавали 0,0005 дм3 насиченого розчину CuCl2 та 0,004 дм3 розчину HNO3. Об’єм в колбі доводили до мітки розчином спирту з масовою долею 75%. Використовували пластини «Silufol» 20х20.
Кількість розчиненого кисню визначали за допомогою промислового аналізатору кисню АРК-ІП (Росія). Кількість біомаси визначали за приростом ОГ, яка вимірювалась за допомого КФК-3.

Мікроскопіювання проводили за допомогою мікроскопу “Laboval4” (“Carl Zeiss”, Німеччина). Фотографії робили за допомогою фотоапарату “Canon PowerShot A640” (Японія).

Для визначення відношення до фарбування за Грамом проводили дослідження з використанням відповідних барвників. Вітальне фабування проводили з використанням барвника метиленового синього [175]. 

Для паспортизації штамів проводили наступні дослідження.
Активність каталази визначали методом, який базується на визначенні кількості пероксиду водню, перетвореного ензимом за певний проміжок часу.

Бактеріальну суспензію наливали по 0,001 дм3 в дві колби, додавали по 7 мл дистильованої води, в дослідну пробу додавали 0,002 дм3 1 % Н2О2, а в контрольну – 0,005 дм3 10 % розчину сірчаної кислоти. Дія каталази в кислому середовищі припинялась (в контрольній пробі), так як вона діє при рН 7,4. Колби залишали на 30 хв за кімнатної температури. До дослідної проби додавали 0,005 дм3 10 % розчину сульфатної кислоти,  а до контрольної – 0,002 дм3 1% розчину Н2О2. Вміст колб титрували 0,1 н розчином КМnО4 до рожевого забарвлення.

Каталазне число (Кч) розраховували за формулою:

Кч = (А – В) х 1,7

де: А – кількість мл 0,1н р-ну КМnО4, яка пішла на титрування контрольної проби; В – кількість мл 0,1н р-ну КМnО4, яка пішла на титрування дослідної проби; або згідно методу [176].
Засвоєння вуглеводів та відношення до кисню визначали за допомогою методики [177]. 
Для визначення розрідження желатини використовували м’ясо-пептонну желатину наступного складу (г/дм3): суха суміш поживного бульйону – 15,0, NaCl – 5,0, порізана желатина – 150,0. Середовище стерилізували протягом 30 хв за тиску 0,5 атм.
Для визначення зброджуваності цукрів використовували середовище Гіса з індикатором Андреде [178]. Нітратний азот визначали за допомогою методики [177].
Для визначення маркеру генетичних змін нових штамів-продуцентів використовували диски з антибіотиками азитроміцином, ампіциліном, цефтріаксоном, бензилпеніциліном, гентаміцином, тетрацикліном, стрептоміцином, левоміцетином і канаміцином [175].
2.7. Статистичне оброблення експериментальних результатів 

Статистичну обробку даних здійснювали за допомогою програми Microsoft Excel. Усі досліди проводили в 3 повтореннях. Різницю між двома середніми величинами вважали вірогідною при р<0,05 [179].
РОЗДІЛ 3

КЛОНОВИЙ АНАЛІЗ ШТАМІВ-ПРОДУЦЕНТІВ ЛІЗИНУ ТА ТРЕОНІНУ

Проведення клонового аналізу здійснювали для виявлення спонтанних мутацій мікроорганізмів після тривалого зберігання культур. Спонтанні мутації виникають протягом життя клітин в нормальних для них умовах навколишнього середовища. Причинами спонтанних мутацій можуть бути порушення при діленні ДНК, перебудова хромосом, зміна послідовності нуклеотидів в ДНК та перебудова генів. Спонтанні мутації є елементарним еволюційним явищем та найважливішим джерелом спадкових змін. Такі мутації можуть слугувати матеріалом для природного відбору.

3.1. Проведення клонового аналізу штамів-продуцентів лізину
Дослідження проводили для отримання високопродуктивних штамів-продуцентів амінокислот – лізину та треоніну. Об'єктами дослідження були культури Brevibacterium sp. 90 Н, Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. Е531 та B. flavum TH7. Для визначення кількості синтезованого лізину штами культивували штами в періодичних умовах протягом 72 годин на середовищі з мелясою для визначення кількості синтезованого лізину. 
Представлені у табл. 3.1 результати щодо накопичення біомаси, зміни рН середовища, використання СР свідчать про споживання поживних речовин середовища та утворення лізину.

Додавання лейцину у ензиматичне мелясне середовище не впливало на біосинтетичну активність штамів, хоча за паспортами ці культури були ауксотрофами за лейцином. Тому в подальших дослідженнях обов'язково проводили перевірку ауксотрофності штамів.

Для виявлення штамів з підвищеною продуктивністю за цільовою амінокислотою було проведено культивування Brevibacterium sp. 90Н, Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. Е531 та B. flavum TH7 та здійснено перевірку ауксотрофності штамів щодо лейцину та інших амінокислот аспартатної родини. Після кожної ферментації культуральну рідину розсівали в чашки Петрі із збагаченим поживним середовищем, основним компонентом якого був МПБ. Виявлено, що поряд з типовими колоніями Brevibacterium (випуклими, блискучими, жовто-лимонного кольору) існували колонії, які мали біло-сіре забарвлення. Кількісне співвідношення колоній жовто-лимонного кольору і відмінних від них за забарвленням складало 12:8. Розщеплення на два типи колоній відбулося у співвідношеннях Brevibacterium sp. Е531 – пігментованих 75%, безпігментних – 25%; Brevibacterium sp. 90Н – пігментованих 68%, безпігментних – 32%; Brevibacterium sp. 90 – пігментованих 60%, безпігментних – 40%, представлених на рис. 3.1. Штам B. flavum утворював окремі колонії тільки жовтого кольору.
На наступному етапі було здійснено перевірку отриманих клонів за кількістю накопиченого лізину. Умови культивування: періодичне культивування, температурний режим 31±10С, при 250 хв-1.

Таблиця 3.1
Біосинтез лізину штамами Brevibacterium
	Варіанти досліду, клони
	Показники КР, одиниці вимірювань

	
	рН
	ОГ (1:10),

(440
	СР, %
	Концентрація лізину, г/дм3

	Вихідне cередовище
	8,00±0,10
	0,4±0,05
	17,8±0,22
	2,82±0,1

	Brevibacterium sp. 90 Н
	7,42±0,12
	1,4±0,14
	15,4±0,14
	5,92±0,55

	Brevibacterium sp. 90 Н (+лейцин)
	7,34±0,15
	1,6±0,10
	15,4±0,11
	6,08±0,50

	Brevibacterium sp. 90
	7,16±0,18
	1,2±0,16
	15,2±0,18
	5,10±0,40


Продовж. табл. 3.1
	Brevibacterium sp. 90 (+ лейцин)
	7,14±0,14
	1,3±0,15
	15,8±0,13
	5,29±0,44

	Brevibacterium sp. Е531
	7,64±0,15
	1,5±0,20
	15,4±0,14
	6,25±0,40

	Brevibacterium sp. Е531(+ лейцин) 
	7,46±0,13
	1,6±0,14
	15,4±0,16
	6,41±0,30

	Brevibacterium flavum TH7
	7,28±0,14
	1,3±0,21
	15,4±0,20
	6,11±0,55

	Brevibacterium flavum TH7(+лейцин)
	7,32±0,17
	1,4±0,19
	15,4±0,20
	6,34±0,45


Зміна рН культуральної рідини показала, що в процесі росту відбувалось кислотоутворення, а внесення у середовище крейди забезпечувало підтримання рН на нейтральному рівні. Загальне споживання цукру хоча і різнилося для кожного продуцента, проте складало незначну кількість.
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Рис. 3.1 Утворення двох типів колоній штамами Brevibacterium
Культивування штамів-продуцентів Brevibacterium sp. 90 Н, Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. Е531 та B. flavum TH7 здійснювали протягом 72 годин. Вміст лізину визначали на 48, 60, 72 годину культивування (рис. 3.2). На кінець першої доби культивуання накопичення лізину не спостерігали, це пояснюється активним синтезом біомаси та формуванням клітинних стінок з витратою діамінопімелатних блоків. Для штаму Brevibacterium sp. 90 максимальне накопичення лізину відбувалось на 60 годині культивування (рис. 3.2) і пігментовані (жовті) колонії показували вищий рівень накопичення амінокислоти. Результати (термін культивування та рівень накопичення лізину), отримані при дослідженні Brevibacterium sp. 90Н та Brevibacterium sp. Е531, були тотожні за кількісними характеристиками з отриманими для Brevibacterium sp.90, тому на рисунку представлено тільки дві діаграми.
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Рис. 3.2 Накопичення лізину 2-ма типами колоній штаму Brevibacterium sp. 90: а) 60 година культивування, б) 72 годиниа культивування

З кожного типу колоній було отримано клони і, відповідно, пронумеровано (таблиця 3.2). Було досліджено біосинтетичну активність клонів на рідкому поживному середовищі (середовище з мелясою).
Таблиця 3.2
Накопичення лізину клонами штамів Brevibacterium на 60 годину культивування на ензиматичному мелясному середовищі
	№ клону
	Пігмент
	Концентрація лізину, г/дм3

	Brevibacterium sp. 90Н

	1
	пігментовані
	7,3±0,40

	2
	безпігментні
	8,7 ± 0,50

	3
	безпігментні
	7,3 ±0,35

	4
	пігментовані
	5,7 ±0,30

	5
	безпігментні
	9,4 ±0,50

	6
	пігментовані
	10,0 ±0,55

	Brevibacterium sp. 90

	7
	пігментовані
	12,6 ±0,55

	8
	безпігментні
	9,5 ±0,45

	9
	пігментовані
	6,5 ±0,35

	10
	пігментовані
	4,5 ±0,30

	Brevibacterium sp. Е531

	11
	пігментовані
	11,7 ±0,50

	12
	пігментовані
	5,7 ±0,30

	13
	безпігментні
	6,3 ±0,35

	14
	пігментовані
	4,5 ±0,30

	15
	безпігментні
	4,5 ±0,30

	Brevibacterium flavum ТН7

	16
	пігментовані
	4,0±0,25


В процесі культивування на збагаченому середовищі протягом 60 годин клони №2, №5, №8 (безпігментні колонії) і №6, №7, №11 (пігментовані колонії) продукували більше лізину (концентрації лізину склали 8,7; 9,4; 9,5 та 10,0; 12,6; 11,7 г/дм3, відповідно), ніж інші клони. В подальшому для перевірки ауксотрофності досліджували клони, які продукували більше лізину.
3.2. Дослідження ауксотрофності штамів-продуцентів лізину
Згідно методики представленої в роботі [158] встановлення ауксотрофності проводили на твердих поживних середовищах.
Позитивний контроль дослідів отримували на повноцінному середовищі МПАзб., яке містило всі необхідні ростові речовини (рис. 3.3 а). В негативному контролі — МС – ростові речовини були відсутні. Клони, які росли при позитивному контролі, не росли на МС як з глюкозою, так і з сахарозою (рис. 3.3 б).
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Рис. 3.3 Позитивний та негативний контроль дослідження ауксотрофності клонів Brevibacterium
Негативний контроль на середовищі Адамса не давав росту клонів № 2, 5, 7, 8 та 11. Винятком був клон №6, який не потребував факторів росту взагалі.

Для кожного клону проводили паралельні посіви на МС з амінокислотами. Джерелом вуглецевого живлення були глюкоза та сахароза. На середовищі з глюкозою більшість клонів не проявляли ауксотрофність і пігмент не утворювали. На рисунку 3.4 показано залежність росту клонів від лейцину та гомосерину (середовище з сахарозою).
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Рис. 3.4 Ауксотрофність клонів до лейцину та гомосерину на МС з сахарозою
Бревібактерії утворювали пігмент на МС, проте проявляли ауксотрофність у відношенні більш широкого кола амінокислот (табл. 3.3). 
Таблиця 3.3
Визначення ауксотрофності клонів Brevibacterium 
на твердому МС з сахарозою

	Середовища,

амінокислоти
	КЛОНИ

	
	2
	5
	6
	7
	8
	11

	Контроль ПС
	+++
	+++
	+++
	+++ п
	+++
	+++п

	Контроль МС
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Аспарагін
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Треонін
	-
	-
	++
	-
	+
	+

	Ізолейцин
	-
	-
	+
	-
	+
	-

	Лейцин
	+++
	+++
	+++
	+++ п
	+++ п
	+++п

	Тирозин
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	Метіонін
	-
	+
	++
	+ п
	-
	+

	Триптофан
	+
	+
	+++
	-
	-
	+

	Гомосерин
	+
	-
	+++
	-
	-
	+


Примітка.  +++ - інтенсивний ріст; + - наявність росту;– - відсутність росту; п– жовтий пігмент.
Як видно з таблиці 3.3 всі клони були лейцинозалежними і набули ауксотрофності до метіоніну (№ 5, 7, 11), треоніну (№8, 11), ізолейцину (№8), триптофану (№2, 5, 11) та гомосерину (№2, 11). Ріст клону №6 був позитивним на МС.
В подальших дослідженнях було здійснено культивування штамів-продуцентів на рідкому середовищі МС з амінокислотами тільки аспартатної родини (табл. 3.4). Серед всіх клонів було вибрано три найбільш продуктивних (клони №6, №7, №11) за лізином (див. табл. 3.2). 

На рідкому середовищі МС з різними амінокислотами було підтверджено ауксотрофність за лейцином та метионіном клону № 7, який інтенсивно ріс, продукуючи пігмент, змінюючи рН середовища і синтезуючи лізин та інші амінокислоти.

У дослідах, де був відсутній ріст (незначна зміна ОГ), продуктивність за лізином не визначали. У дослідах з аспарагіном та ізолейцином при незначній зміні рН та ОГ продуктивність за лізином не визначали. 

Таблиця 3.4 

Вплив амінокислот аспартатної родини на біосинтез лізину клонами

	Назва амінокислоти
	Показники КР, одиниці вимірювань

	
	рН
	ОГ (1:10),

(440
	Синтез лізину
	Синтез інших амінокислот

	Контроль – МС без амінокислоти
	7,85
	0,10
	-
	-

	Клон №6

	Аспарагін
	7,78
	0,20
	-
	-

	Лізин
	6,81
	0,44+П
	+
	+

	Лейцин
	6,62
	0,50++П
	+
	+

	Ізолейцин
	7,73
	0,20
	-
	-

	Треонін 
	7,28
	0,20
	-
	-

	Метіонін
	6,95
	0,35++П
	+
	+

	Триптофан
	7,48
	0,20
	-
	-

	Клон №7

	Аспарагін
	7,80
	0,14
	-
	-

	Лізин
	6,83
	0,42
	+
	+

	Лейцин
	6,81
	0,64+++П
	+
	+

	Ізолейцин
	7,00
	0,38
	+
	+

	Треонін 
	6,84
	0,40
	+
	+

	Метіонін
	6,80
	0,32
	+
	+

	Триптофан
	7,20
	0,42
	+
	+

	Клон №11

	Аспарагін
	7,92
	0,12
	-
	-

	Лізин
	7,03
	0,42
	+
	+

	Лейцин
	7,05
	0,40+П
	+
	+

	Ізолейцин
	7,33
	0,25
	-
	-

	Треонін 
	7,01
	0,56+П
	+
	+

	Метіонін
	7,00
	0,40
	+
	+

	Триптофан
	7,05
	0,52+П
	+
	+


Примітка. + – присутність амінокислоти в культуральному середовищі; - відсутність амінокислоти в культуральному середовищі; +П – жовтий пігмент.

Клон №11 був ауксотрофом за лейцином, треоніном, триптофаном, метіоніном і інтенсивно ріс на МС з цими амінокислотами. У дослідах з аспарагіном та ізолейцином при незначній зміні рН та ОГ продукцію лізину не визначали.

Найвищий рівень накопичення лізину, як правило, мав місце в ауксотрофів за гомосерином. Генетичне блокування ГД зупиняло у таких клонів синтез треоніну та дозволяло шляхом обмеження вмісту треоніну в середовищі зняти інгібування АК. Ще одним важливим наслідком повного дефекту ГД було те, що спільні попередники лізину та треоніну витрачались тільки на синтез лізину. Ауксотрофи за треоніном, необхідність в якому викликана генетичним блокуванням гомосеринкінази, продукували менше лізину та одночасно накопичували гомосерин із збереженням активності ГД.

З вищевикладеного можна зробити наступні висновки: музейні штами-продуценти лізину та треоніну під час зберігання і пересівання знизили біосинтетичну активність щодо цільової амінокислоти; продуценти дали розщеплення на два типи колоній (безпігментні та пігментовані); отримані окремі клони зберігали залежність від лейцину та набували ауксотрофності до певних амінокислот аспартатної родини.
3.3. Визначення ауксотрофності штаму-продуценту треоніну
Одним із способів одержання продуцентів треоніну з використанням бревібактерій є селекція регуляторних мутантів, у яких ГД нечутлива до треоніну. Як селективні агенти використовують аналоги треоніну, найчастіше (-оксинорвалін. Мутанти B. flavum, стійкі до НВ, як правило, мали дві регуляторні мутації, що порушували ретроінгібування як ГД, так і АК. У таких штамів у середовище одночасно виділялись треонін і лізин. З дуже низькою частотою можливо виділити мутанти, у яких десенсибілізована тільки ГД.
Для одержання таких мутантів було проведено дослідження ауксотрофності штаму B. flavum ТН7. Для цього висівали штам на середовища МПАзб. (позитивний контроль) та МС (негативний контроль). Клони, які росли при позитивному контролі, не росли на МС як з глюкозою, так і з сахарозою. Результати досліджень представлені в табл. 3.5.
Як видно з даних табл. 3.5 для штаму B. flavum ТН7 не було виявлено ріст на мінімальному середовищі та інших середовищах з амінокислотами, окрім росту на середовищах з серином та лейцином, тобто штам був ауксотрофом за цими амінокислотами. 
Таблиця 3.5
Визначення ауксотрофності у B. flavum ТН7
	Продуценти
	Повноцінне середовище
	МС
	Амінокислоти

	
	
	
	Аргінін
	Гістидін
	Лізин
	Метіонін
	Треонін
	Лейцин
	Тірозін
	Валін
	Фенілаланін

	B. flavum
	+
	--
	-- 
	-- 
	-- 
	-- 
	--
	+
	-- 
	-- 
	-- 


Продовж. табл. 3.5.

	Продуценти
	Амінокислоти

	
	Пролін
	Аланін
	Серин
	Триптофан
	аспарагінова  кислота
	Цистин
	Гомосерин
	глутамінова кислота

	B. flavum
	+
	--
	+ 
	--
	--
	-- 
	-- 
	-- 


Примітка: +  наявність росту,  - -  відсутність росту

Рівень накопичення треоніну штамом B. flavum ТН7 виявився незначним, тому подальші дослідження були спрямовані на отримання продуктивних штамів за допомогою фізичного (УФ) та хімічного мутагенезу (NTG).
Основні результати даного розділу опубліковані в наукових роботі [186].

РОЗДІЛ 4

ОТРИМАННЯ МУТАНТНИХ ШТАМІВ-ПРОДУЦЕНТІВ ЛІЗИНУ ТА ТРЕОНІНУ

Надати відповідні властивості продуцентам можливо шляхом змін в геномі за допомогою мутагенеза, селекцієї або генетичної інженерії [1, 180]. Для отриманих штамів-продуцентів амінокислот необхідно обов'язково перевірити життєздатність, біосинтетичну активність та стабільність отриманих штамів-продуцентів.

Згідно результатів досліджень [158, 180], мутації в бактеріальних клітинах продуцентів біологічно активних сполук можуть бути як позитивними, так і негативними.

Одним із способів одержання продуцентів лізину та треоніну є селекція регуляторних мутантів, у яких ГД нечутлива до треоніну. Для відбору мутантів як селективні агенти використовували аналог треоніну – НВ та аналог лізину – АЕЦ. Мутанти, стійкі до НВ та АЕЦ мали дві регуляторні мутації, що порушували ретроінгібування як ГД, так і АК. У випадку таких штамів в середовище одночасно виділялись треонін і лізин. 

Після дії УФ-опромінення у популяції мікроорганізмів з рівним ступенем ймовірності могли з’явитися як мутанти, так і ревертанти. Тому важливо після опромінення штамів-продуцентів виявити клони з підвищеним синтезом лізину, а серед ревертантів також і продуценти з підвищеним синтезом треоніну. «Повернення» мутантів (опромінені продуценти лізину) до «диких» штамів може змінити регулювання синтезу амінокислот. Використання аналогової резистентності як генетичного маркера дозволило вибрати найбільш продуктивні штами за цільовими амінокислотами [158].
Аналог лізину АЕЦ та аналог треоніну НВ діяли як ретроінгібітори чи корепресори (виключаючи синтез природних метаболітів),  проте вони не могли замінити їх функціонально. Тому на мінімальному середовищі з антиметаболітом виживали та утворювалися колонії лише тих клітин, у яких порушений механізм негативної регуляції біосинтезу амінокислоти і які, внаслідок цього порушення, синтезували надлишок цільової амінокислоти.
4.1. Вплив УФ-опромінення на штами-продуценти лізину
На першому етапі дослідження було визначено вплив УФ опромінення на життєздатність клітин бактерій. Дослідження проводили за кімнатної температури. Як контроль брали відповідні розведення неопроміненої суспензії бактерій. Життєздатність клітин встановлювали до та після УФ-опромінення бактеріальної суспензії. Кількість клітин в популяції,  що виживали, визначали за кількістю утворених колоній на МПАзб. і в залежності від тривалості дії УФ-опромінення. Контролем слугувала неопромінена бактеріальна суспензія.
За даними робіт [45, 158] ймовірність мутацій в бактеріальних популяціях тим вища, чим більше гине клітин, проте мала залишитись певна кількість (близько 1%) живих клітин для відбору мутантів. Встановлено, що летальна доза (LD) та термін опромінення для виживання 1% клітин для різних штамів були різними (рис. 4.1). 
Як видно з рис. 3.5 життєздатність клітин під дією УФ змінювалась в залежності від тривалості опромінення. Для трьох штамів Brevibacterium sp. летальною дозою було опромінення протягом 4-5 хв. Оптимальним терміном для мутагенезу було встановлено 3 хв, що корелює з даними роботи [45], в якій автори здійснювали УФ-мутагенез B. lactofermentum.
Як зазначено вище, критеріями відбору мутантів були ауксотрофність та стійкість до аналогу лізину АЕЦ. З популяції виживших клітин у невеликих розведеннях виявлено мутантні клони.
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Рис. 4.1 Життєздатність клітин Brevibacterium sp.під дією УФ опромінення (тут і далі * – Р< 0,05. Контролем слугував показник КУО (100%) в неопроміненій бактеріальній суспензії)
Отримані клони перевіряли на біосинтез цільових амінокислот (рис. 4.2). З рис. 4.2 видно, що 7 мутантних штамів показали підвищення рівня синтезу лізину, а три з них – більш ніж в п’ять разів. 
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Рис. 4.2 Накопичення лізину мутантними штамами Brevibacterium sp.
Примітка. 1 – штами до опромінення УФ; 2-11 – отримані УФ-мутанти.

Варто зауважити, що стійкість до аналогів можуть викликати також мутації, які просто блокували надходження амінокислот в клітини. Тому далі провели декілька етапів селекції, використовуючи поступове підвищення концентрації аналогу (від 0,25 мг/дм3 до 0,4 мг/дм3 АЕЦ). Оптимальною концентрацією АЕЦ для відбору мутантів була концентрація метаболіта 0,4 мг/дм3 в середовищі.
Суспензію одержаних клонів висівали глибинним способом на чашки Петрі з МПАзб. (для встановлення титру клітин), на МС з лейцином або гомосерином, з АЕЦ (для відбору мутантів за критеріями ауксотрофності та аналогорезистентності). Отримані результати представлено в табл. 4.1
Таблиця 4.1
Утворення мутантних штамів під дією УФ

	Загальна кількість отриманих колоній на МПАзб.
	КУО мутантних клонів на МС+

	
	Лейцин
	Гомосерин
	АЕЦ

	10
	0
	0
	0

	102
	0
	0
	0

	103
	(2,1±0,3)x10-3
	(1,4±0,2)x10-3
	(1,1±0,2)x10-3

	104
	(7,3±0,2)x10-4
	(2,3±0,2)x10-4
	(1,2±0,3)x10-4

	105
	(10,5±0,3)x10-4
	(4,2±0,4)x10-4
	(1,0±0,2)x10-5


Вибір мутантів здійснювали за критеріями ауксотрофності та стійкості до АЕЦ. Як видно з таблиці 4.1 було отримано АЕЦ-стійкі продуценти лізину з частотою мутацій (1,1±0,2)x10-3.
Вихідну культуру та отримані мутантні штами перевіряли на чутливість до антибіотиків з метою встановлення генетичних маркерів. Результати дослідження представлені в таблиці 4.2. Серед вихідних та мутантних штамів були такі, що змінили чутливість до левоміцетину.

Для визначення стабільності мутантні штами пересівали протягом двох місяців з інтервалом два тижні на тверде і рідке середовище з послідовним визначенням кількості синтезованого лізину. Концентрація лізину не змінювалась протягом пересівів та становила 30,85 – 31,9 г/дм3.

Таблиця 4.2

Чутливість вихідних та мутантних штамів до антибіотиків

	Антибіотики
	Штами-продуценти

	
	Brevibacterium sp. E531
	Brevibacterium sp. 90
	Brevibacterium sp. 90Н
	Мутантний штам-продуцент лізину
	Мутантний штам, стійкий до АЕЦ

	Азитроміцин
	S
	S
	S
	S
	S

	Ампіцилін
	S
	S
	S
	S
	S

	Цефтріаксон
	S
	S
	S
	S
	S

	Бензилпеніцилін
	S
	S
	S
	S
	S

	Гентаміцин
	S
	S
	S
	S
	S

	Тетрациклін
	S
	S
	S
	S
	S

	Стрептоміцин
	S
	S
	S
	S
	S

	Левоміцетин
	S
	S
	S
	S
	R

	Канаміцин
	S
	S
	S
	S
	S


Примітка. S – чутливий до дії антибітика, R – резистентний до дії антибіотика. Контролем слугувала наявність росту культур на МПАзб.

З використанням отриманих мутантних штамів провели культивування на мелясному середовищі в умовах аерації за Т= 31±1°С. Процес культивування оцінювали за кількістю синтезованих амінокислот, коефіцієнтом конверсії цукру (розрахункова величина), концентрацією біомаси штамів-продуцентів (ОГ) та зміною рН середовища (табл. 4.3). Найвищий рівень показали гомосерин- і лейцинозалежні та аналогорезистентні мутанти.
Таблиця 4.3
Синтез цільової амінокислоти та коефіцієнти конверсії джерел живлення

	Продуценти
	Показники культуральної рідини

	
	рН
	ОГ (1:10), (440
	Концентрація сахарози, %
	Концентрація лізину, г/дм3
	Конверсія цукру в лізин, % 

	Вихідне cередовище (без продуценту)
	7,9±0,1
	0,2±0,1
	8,2±0,5
	2,0±0,1
	-

	Brevibacterium sp. 90
	7,4±0,1
	1,4±0,1
	5,6±0,3
	5,9±0,5
	22,7±1,7

	Brevibacterium sp. IМВ В-7447
	7,3±0,1
	1,8±0,1
	1,3±0,3
	31,9±0,4
	46,4±2,2


Як видно з таблиці 4.3, вихідний штам-продуцент лізину на мелясних середовищах, накопичував біомасу, проте мав низький рівень накопичення лізину і споживав цукор в незначній кількості з середовища (конверсія цукру складала 22,7 %). В результаті дії УФ-опромінення на продуценти лізину одержано мутантний (зареєстрований як Brevibacterium sp. IМВ В-7447), який продукував майже в 5 разів більше лізину порівняно з вихідним штамом і активно споживав цукор із середовища (конверсія цукру складала 46,4 %). Штам депоновано у Національному Депозитарії мікроорганізмів «Інституту мікробіології і вірусології» НАН України.
4.2. Вплив хімічного мутагенезу (NTG) на штами-продуценти

Для подальшого збільшення накопичення лізину та треоніну було проведено дослідження впливу хімічного мутагенезу на вихідні штами Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. 90H, Brevibacterium sp. E531, Brevibacterium flavum TH7 та отриманий під дією УФ-опромінення мутантний штам-продуцент лізину Brevibacterium sp. IMB B-7447. 

Визначали вплив NTG на життєздатність клітин бактерій. Кількість клітин, що виживали, визначали за кількістю колоній бревібактерій, що виросли на середовищі МПАзб.

Життєздатність клітин під дією NTG змінювалась в залежності від терміну дії і концентрації мутагену. При дії NTG в концентрації 200-500 μg/дм3 на 2-й хвилині не залишалось жодних життєздатних клітин (рис. 4.3). Була встановлена для мутагенезу оптимальна концентрація NTG – 100 μg/дм3. На МПАзб. виростали колонії різного забарвлення (без пігментів, жовті, рожеві) та різних розмірів (рис. 4.4). Після оброблення NTG мутантного штаму Brevibacterium sp. IMB B-7447 отримали рожеві колонії, які також були відібрані для подальшого визначення накопичення лізину та треоніну.
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Рис. 4.3 Життєздатність клітин Brevibacterium під дією NTG 

Критерієм відбору мутантів була ауксотрофність та стійкість до аналогу лізину АЕЦ. З популяції виживших клітин у невеликих розведеннях виявлено мутантні клони.

Після 3-х діб культивування отриманих мутантних штамів на  мелясному середовищі визначали вміст лізину та треоніну. Варто зазначити, що отримані мутанти синтезували амінокислоти у тій же кількості, що і вихідні штами. А пігментовані рожеві колонії швидко «повертались» до початкового жовтого забарвлення (протягом декількох генерацій), що свідчило про не стабільність мутаційних змін. Аналогічні результати були отримані і в роботі [181]. Тому подальші дослідження з мутантними штамами, отриманими при дії NTG, не проводили.
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Рис. 4.4 Колонії на МПАзб. після оброблення NTG мутантного штаму Brevibacterium sp. IMB B-7447 (збільшення 40х) 

4.3. Здійснення УФ-мутагенезу штаму-продуценту треоніну
На першому етапі дослідження було визначено вплив УФ-опромінення на життєздатність клітин штаму B. flavum ТН7. Як контроль брали відповідні розведення неопроміненої суспензії бактерій. Життєздатність клітин встановлювали до та після УФ-опромінення бактеріальної суспензії. Кількість клітин в популяції, що виживали, визначали за кількістю утворених колоній на МПАзб. і залежно від тривалості дії УФ-опромінення. Контролем слугувала неопромінена бактеріальна суспензія.
Для визначення летальної дози штам B. flavum ТН7 опромінювали протягом 12 хв. Для мутагенезу був визначений оптимальний термін опромінення – 10 хв (рис. 4.5).
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Рис. 4.5 Життєздатність клітин B. flavum ТН7 під дією УФ-опромінення 

Примітка. Контролем слугував показник КУО (100%) в неопроміненій бактеріальній суспензії
Критерій відбору мутантів – ауксотрофність та стійкість до аналогу треоніну НВ. З популяції виживших клітин у невеликих розведеннях виявлено мутантні клони. Серед всіх клонів, отриманих дією УФ на клітини B. flavum ТН7, для подальшого дослідження відібрали 8 та перевірили їх на накопичення цільової амінокислоти (рис. 4.6). Отримані мутантні штами показали підвищення рівня наукопичення треоніну більш ніж в 2 рази.

Аналіз регуляторної та аналогорезистентної ауксотрофності і відбір мутантів. Стійкість до аналогів амінокислот можуть викликати мутації, які блокують надходження амінокислот до клітини. Було проведено декілька етапів селекції, використовуючи поступове підвищення концентрації НВ від 0,25 мг/дм3 до 0,4 мг/дм3.
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Рис. 4.6 Накопичення треоніну мутантними штамами B. flavum ТН7
Примітка: 1 – штам до опромінення УФ; 2-9 – отримані УФ-мутанти.
Контролем слугував показник синтезу треоніну штамом до опромінення.
Опромінену бактеріальну суспензію висівали глибинним способом на МПАзб. (для встановлення титру клітин), МС з лейцином або гомосерином, та з НВ (для відбору мутантів за критеріями ауксотрофності та аналогорезистентності). Отримані результати представлено в табл. 4.4. Відбір мутантів здійснювали за критеріями ауксотрофності та стійкості до НВ продуцентів треоніну. Отримано НВ-стійкі продуценти треоніну з частотою мутацій (1,4±0,2)x10-3.
Таблиця 4.4
Утворення мутантних штамів B. flavum ТН7 під дією УФ

	Розведення
	КУО мутантних клонів на МС+

	
	Лейцин
	Гомосерин
	β-оксинорвалін

	10
	0
	0
	0

	102
	0
	0
	0

	103
	(2,5±0,3)x10-3
	(2,1±0,3)x10-3
	(1,4±0,2)x10-3

	104
	(3,3±0,2)x10-4
	(3,4±0,3)x10-3
	(1,5±0,3)x10-4

	105
	(1,8±0,3)x10-5
	(5,2±0,2)x10-4
	(1,8±0,3)x10-5


Вихідну культуру та отриманий мутантний штам перевіряли на чутливість до антибіотиків з метою встановлення генетичних маркерів (табл. 4.5). Серед отриманих мутантних штамів були такі, що змінили чутливість до тетрацикліну та стрептоміцину.

Таблиця 4.5
Чутливість вихідного та мутантних штамів до антибіотиків

	Антибіотики
	Штами-продуценти

	
	B. flavum
	Мутантний штам-продуцент треоніну
	Мутантний штам, стійкий до НВ

	Азитроміцин
	S
	S
	S

	Ампіцилін
	S
	S
	S

	Цефтріаксон
	S
	S
	S


Продовж. табл 4.5
	Бензилпеніцилін
	S
	S
	S

	Гентаміцин
	S
	S
	S

	Тетрациклін
	S
	R
	S

	Стрептоміцин
	S
	S
	R

	Левоміцетин
	S
	S
	S

	Канаміцин
	S
	S
	S


Примітка. S – чутливий до дії антибітика, R – резистентний до дії антибіотика. Контролем слугувала наявність росту культур на МПАзб. без додавання антибіотиків

З метою визначення стабільності отриманих мутантних штамів їх пересівали протягом двох місяців з інтервалом 7 діб на тверде і рідке середовище та визначали кількість накопиченого треоніну. Концентрація треоніну при пересівах була майже однаковою (від 7,85 до 7,90 г/дм3). В результаті дії УФ-опромінення на продуценти треоніну було одержано мутантний штам (зареєстрований як B. flavum IМВ В-7446), який за біосинтетичною активністю та продукуванням амінокислоти відрізнявся від вихідної культури більше, ніж в 4 рази.
4.4. Характеристика мутантного штаму-продуценту лізину Brevibacterium sp. IMB B-7447
З метою підтвердження належності отриманого за допомогою УФ опромінення штаму до роду Brevibacterium провели аналіз його первинну ідентифікацію за визначником Берджі [182].

Морфологія клітин. Клітини після 24 годин росту на МПАзб. були овальні, часто розташовані під кутом, паличковидні, розміром 0,6-2,0 х 0,2-1,0 мкм (рис. 4.6), нерухомі, аспорогеннні, грам та каталазо позитивні. Паличковидні клітини з часом могли вкорочуватися до коковидних. При фарбуванні клітин метиленовим синім проявлялись метахроматичні гранули.
Морфологія колоній. При рості клітин на МПАзб. через 3-4 доби за температури 300С клітини утворювали жовті, круглі, блискучі, маслянисті колонії діаметром 3-4 мм, які не виділяли пігмент у середовище. Поверхня колоній була гладенька, форма опукла, край рівний, структура однорідна. У воді колонії давали рівномірну суспензію. Посів штрихом на середовищі МПАзб. показав через 2 доби помірний ріст, край колоній був гладенький, поверхня матова, забарвлення жовто-кремове. Посів уколом показав слабкий ріст в товщі агару, на поверхні ріст був помірним. 
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Рис. 4.6 Клітини мутантного штаму Brevibacterium sp. IМВ В-7447 на середовищі МПАзб. (збільшення 90х)
Фізіолого-біохімічні ознаки. Мутантний штам Brevibacterium sp. IМВ В-7447 – аероб, не розріджував желатину, засвоював азот у формі  амонійних солей та сечовини і не засвоював нітратний азот. Гетеротроф. Для росту на мінімальному середовищі мав потребу у біотині, тіаміні, L – лейцині. Стійкий до аналогу лізину – S-(2-аміноетил)-цистеїну.

Відношення до джерел вуглецю. Штам асимілював глюкозу, фруктозу, сахарозу, мальтозу, інозит, манніт, інозитксилозу, рамнозу, етанол, оцтову кислоту, гліцерин, дульцит, янтарну кислоту і сорбіт. Зброджував з утворенням кислот фруктозу, глюкозу та сахарозу. Не утворював кислот на лактозі, галактозі, арабінозі, рамнозі, ксилозі, етанолі, метанолі, манніті, сорбіті, гліцерині, дульциті, крохмаль не гідролізував, казеїн не розкладав, мав каталазну та уреазну активність.

Ріст штаму відбувався в діапазоні температур від 24 до 42оС, оптимальною була температура 32±1оС.
Ріст штаму відбувався на середовищах з рН від 6,0 до 8,0, оптимальним значенням рН було 6,8 – 7,2.
Спосіб одержання штаму: мутагенез та ступінчата селекція.
Галузь використання штаму. На мелясному середовищі штам в колбах (на качалках) був здатний накопичувати 30-40 г/дм3 лізину. Штам зберігали на середовищі МПАзб. протягом 6 місяців за температури +4 оС.
За результатами морфологічного та фізіолого-біохімічного аналізу культура була ідентифікована як Brevibacterium sp. [182].
4.5. Характеристика мутантного штаму-продуценту треоніну Brevibacterium flavum IМВ В-7446

Визначили морфологічні та фізіолого-біохімічні особливості штаму: клітини після 24 годин культивування на МПА були аспорогенними, часто розташованими під кутом паличками розміром 0,7-1,0х2,0-4,0 мкм. Клітини з часом вкорочувались до коковидних. Грам-позитивний мікроорганізм. При рості на МПА колонії були круглі, блискучі, непрозорі, жовтого кольору (рис. 4.7). Штам є ауксотрофним мутантом. По відношенню до кисню штам – аероб.
Штам B. flavum ІМВ В-7446 засвоював азот у вигляді солей амонію, утворював кислоту в середовищі з глюкозою, арабінозою і маннітом. На середовищі різного складу, де джерелом вуглецю була глюкоза або цукроза, клітини синтезували треонін.
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Рис. 4.7 Колонії мутантного штаму B. flavum IМВ В-7446 на середовищі МПАзб. (збільшення 40х)
Ріст штаму відбувався за температури 20 – 400С, оптимальною для синтезу була температура 320С та при зміні рН в діапазоні від 4,0 до 9,0, оптимальним значенням рН було 7,0. 

Галузь використання штаму: на мелясному середовищі штам в колбах (на качалках) був здатний накопичувати 7,5-7,9 г/дм3 треоніну. Штам зберігали на середовищі МПАзб. протягом 6 місяців за температури +4 оС.
Продукти, що синтезував штам: амінокислоти аспартатної родини.

Активність штаму. Визначалась за продукцією цільової амінокислоти методом тонкошарової хроматографії в культуральній рідині після 3-4 діб культивування за температури 320С.
Довгострокове зберігання штаму. Штам зберігався на скошеній поверхні м'ясо-пептонного агару за температури 40С протягом півроку і як ліофілізований матеріал.
Спосіб, умови та склад середовища для культивування штаму. Штам культивувався за температури 320С на середовищі з глюкозою за умов аерації. 

Генетичні особливості штаму. Штам – мутантний; мав чутливість до азитроміцину, не чутливий до тетрацикліну.
За результатами морфологічного та фізіолого-біохімічного аналізу культура була ідентифікована як B. flavum [182].
4.6. Порівняння послідовностей гена 16S рРНК у різних штамів-продуцентів лізину
Особлива увага до бактерій Brevibacterium зумовлена тим, що серед промислових продуцентів незамінних амінокислот близько 90% належить саме до цього роду.
Видова ідентифікація цих бактерій тривалий час базувалася на морфологічних відмінностях, використанні діагностичних середовищ та біохімічному аналізуванні. Такі дослідження часто давали неоднозначні результати, особливо у випадках споріднених родів і видів мікроорганізмів.

Останнім часом ідентифікація прокаріот успішно розвинулася на основі аналізу розбіжності або близькості послідовностей гена 16S рРНК, який вважається одним з найменш варіабельних генів.

Для аналізу послідовності гена 16S рРНК широко застосовуються методи, що ґрунтуються на полімеразній ланцюговій реакції [158, 160]. 

Метою цього етапу роботи було визначення та підтвердження таксономічного положення отриманого мутантного штаму-продуценту лізину Brevibacterium sp. ІМВ В-7447, визначення послідовностей гена 16S рРНК штамів-продуцентів лізину з Колекції та філогенетичний аналіз взаємовідносин зі штамами роду Brevibacterium з бази даних “GenBank” [166]. 
Для порівняння штамів-продуцентів лізину та мутантного штаму з Колекції із спорідненими штамами було виділено ДНК цих штамів і визначено нуклеотидну послідовність гена за 16S рРНК. Виділену ДНК було перевірено на чистоту за допомогою електрофорезу (рис. 4.8).
Ампліфікацію гена 16S рРНК здійснювали за допомогою універсальних бактеріальних праймерів 27f та 907r. Після ампліфікації гена 16S рРНК визначили нуклеотидну послідовність отриманого амплікону. 
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Рис. 4.8 Електрофореграма продуктів ПЛР геномних ДНК досліджених штамів та наявність фрагменту гена 16S рРНК (27f-907r): 1 – Brevibacterium sp. ІМВ В-7447; 2 – Brevibacterium sp. E531; 3 – Brevibacterium sp. 90; 4- Brevibacterium sp. H
Отримані нуклеотидні послідовності гена 16S рРНК штамів Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. 90Н, Brevibacterium sp. Е531, Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 наведено нижче:

Brevibacterium sp. 90

GCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCACTGTGCTTGCACGGTGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTTCGGGATAAGCTTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATGTGACTACTGGCCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGGGTTTTACTGGTTGGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGTTTGTTGGTGGGGTAGTGGCCTACCAAGACGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGGAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGTACCGGCTAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTACAAGCTTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGGTCGCGTCTCCTGTGGAAACGCAACGCTTAACGTTGCGCGTGCAGTGGGTACGAGCTGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGTCTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATAAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGACTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGGTCCGTTCCACGGATTCCGTGCCGGAGTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC

Brevibacterium sp. 90H
CGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTTCGGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACTGCCGGACGCATGTCTGGTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGTTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCAGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGTACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTACGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGGTCACGTCTGCTGTGGAAACGCAACGCTTAACGTTGCGCGTGCAGTGGGTACGGGCTGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGTCTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGACTCTGGGCTGTAACTGACACTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGGCATTCCACGTTCTCCGCGCCGTAGCTGACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGCCTGGTGCTTGCACCGGGTGGATGAGTGG
Brevibacterium sp. E 531

CCCTTCCAGCTTGCTGGGAGTGTGGTTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTCCACTTCGGGATAAGCTTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCAGCCGAGGCATCTTGTGTTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTGGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGATGGTGGGGTAATGGCCTACCATGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGGAACCCTGATGCAGCGACGCAGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGGAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGTACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTACGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGGTCGCGTCTGCTGTGGAAACGCAACGCTTAACGTTGCGCGTGCAGTGGGTACGGGCTGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGTCTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGACTCTGGGCTGTGACTGACACTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGGCATTCCACGTTCTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCGAC

Brevibacterium sp. ІМВ В-7447
GCTGGCGGCGACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCACTGTGCTTGCACGGTGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTTCGGGATAAGCTTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATGTGACTACTGGCCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGGGTTTTACTGGTTGGGGATGGACTGCTTATCGCGGCCTATCAGTTTGTTGGTGGGGTAGTGGCCTACCAAGACGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGGAGCAGCGACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGTACCGGCTAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTACAAGCTTTGTACCCTGATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGGTCGCGTCTCCTGTGGAAACGCAACGCTTAACGTTGCGCGTGCAGTGGGTACGAGCTGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGTCTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGGATATAAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGACTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGGGAACTAGGTGTGGGGTCCGTTCCACGGATTCCGTGCCGGAGTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCTT

Аналіз послідовності гена 16S рРНК показав 98% подібності мутантного штаму Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 зі штамом Brevibacterium sp. 90. Тобто підтверджено належність мутантного штаму Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 до роду Brevibacterium.
Для встановлення відмінності між отриманим мутантним штамом та вихідним штамом проведено вирівнювання нуклеотидних послідовностей в програмі ClustalW [169]. 
Brevi.90   GCTGGCGGCG TGCTTAACAC ATGCAAGTCG AACGCTGAAG CACTGTGCTT 

ІМВ В-7447 GCTGGCGGCG ------ACAC ATGCAAGTCG AACGCTGAAG CACTGTGCTT 

Brevi.90H  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

Brevi.E531 ---------- -------CCC TTCCA----- ---GCT---- -----TGCTG 

           GCACGGTGTG GATGAGTGGC GAACGGGTGA GTAACACGTG AGTAACCTGC 

           GCACGGTGTG GATGAGTGGC GAACGGGTGA GTAACACGTG AGTAACCTGC 

           ---------- ---------C GAACGGGTGA GTAACACGTG AGTAACCTGC 

           GGA--GTGTG GTTGAGTGGC GAACGGGTGA GTAACACGTG AGTAACCTGC 

           CCCTGACTTC GGGATAAGCT TGGGAAACTG GGTCTAATAC CGGATGTGAC 

           CCCTGACTTC GGGATAAGCT TGGGAAACTG GGTCTAATAC CGGATGTGAC 

           CCCTGACTTC GGGATAAGCC CGGGAAACTG GGTCTAATAC CGGATACGAC 

           CCTCCACTTC GGGATAAGCT TGGGAAACTG GGTCTAATAC CGGATACGAC 

           TACTGGCCGC ATGGTCTGGT GGTGGAAAGG GTTTTACTGG TTGGGGATGG 

           TACTGGCCGC ATGGTCTGGT GGTGGAAAGG GTTTTACTGG TTGGGGATGG 

           TGCCGGACGC ATGTC-TGGT GGTGGAAA-- GTTTTTTCGG TTGGGGATGG 

           CAGCCGAGGC ATCTTGTGTT GGTGGAAA-- GTTTTTTCGG TGGGGGATGG 

           ACT------C GCGGCCTATC AGTTTGTTGG TGGGGTAGTG GCCTACCAAG 

           ACTGCTTATC GCGGCCTATC AGTTTGTTGG TGGGGTAGTG GCCTACCAAG 

           GCT------C GCGGCCTATC AGTTTGTTGG TGAGGTAATG GCTCACCAAG 

           GCT------C GCGGCCTATC AGCTTGATGG TGGGGTAATG GCCTACCATG 

           ACGACGACGG GTAGCCGGCC TGAGAGGGCG ACCGGCCACA CTGGGACTGA 

           ACGACGACGG GTAGCCGGCC TGAGAGGGCG ACCGGCCACA CTGGGACTGA 

           ACGACGACGG GTAGCCGGCC TGAGAGGGCG ACCGGCCACA CTGGGACTGA 

           GCGACGACGG GTAGCCGGCC TGAGAGGGCG ACCGGCCACA CTGGGACTGA 

           GACACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT 

           GACACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT 

           GACACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT 

           GACACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT 

           GGGGGGAACC CTGATGCAGC GACGCCGCGT GCGGGATGAC GGCCTTCGGG 

           GGGGGGA--- -----GCAGC GACGCCGCGT GCGGGATGAC GGCCTTCGGG 

           GGGGGAAACC CTGATGCAGC GACGCAGCGT GCGGGATGAC GGCCTTCGGG 

           GGGGGGAACC CTGATGCAGC GACGCAGCGT GCGGGATGAC GGCCTTCGGG 

           TTGTAAACCG CTTTCAGTAG GGAAGAAGCG AAAGTGACGG TACCTGCAGA 

           TTGTAAACCG CTTTCAGTAG GGAAGAAGCG AAAGTGACGG TACCTGCAGA 

           TTGTAAACCG CTTTCAGCAG GGAAGAAGCG CAAGTGACGG TACCTGCAGA 

           TTGTAAACCG CTTTCAGCAG GGAAGAAGCG GAAGTGACGG TACCTGCAGA 

           AGAAGTACCG GCTAA-TACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGGTAC 

           AGAAGTACCG GCTAA-TACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGGTAC 

           AGAAGTACCG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGGTAC 

           AGAAGTACCG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGGTAC 

           AAGCTTTGT- -------CCG GAATTATTGG GCGTAAAGAG CTCGTAGGTG 

           AAGCTTTGTA CCCTGATCCG GAATTATTGG GCGTAAAGAG CTCGTAGGTG 

           GAGCGTTGT- -------CCG GAATTATTGG GCGTAAAGAG CTCGTAGGTG 

           GAGCGTTGT- -------CCG GAATTATTGG GCGTAAAGAG CTCGTAGGTG 

           GTTGGTCGCG TCTCCTGTGG AAACGCAACG CTTAACGTTG CGCGTGCAGT 

           GTTGGTCGCG TCTCCTGTGG AAACGCAACG CTTAACGTTG CGCGTGCAGT 

           GTTGGTCACG TCTGCTGTGG AAACGCAACG CTTAACGTTG CGCGTGCAGT 

           GTTGGTCGCG TCTGCTGTGG AAACGCAACG CTTAACGTTG CGCGTGCAGT 

           GGGTACGAGC TGACTAGAGT GCAGTAGGGG AGTCTGGAAT TCCTGGTGTA 

           GGGTACGAGC TGACTAGAGT GCAGTAGGGG AGTCTGGAAT TCCTGGTGTA 

           GGGTACGGGC TGACTAGAGT GCAGTAGGGG AGTCTGGAAT TCCTGGTGTA 

           GGGTACGGGC TGACTAGAGT GCAGTAGGGG AGTCTGGAAT TCCTGGTGTA 

           GCGGTGAAAT GCGCAGATAT AAGGAGGAAC ACCGGTGGCG AAGGCGGGAC 

           GCGGTGAAAT GCG--GATAT AAGGAGGAAC ACCGGTGGCG AAGGCGGGAC 

           GCGGTGAAAT GCGCAGATAT CAGGAGGAAC ACCGGTGGCG AAGGCGGGAC 

           GCGGTGAAAT GCGCAGATAT CAGGAGGAAC ACCGGTGGCG AAGGCGGGAC 

           TCTGGGCTGT AACTGACGCT GAGGAGCGAA AGCATGGGGA GCGAACAGGA 

           TCTGGGCTGT AACTGACGCT GAGGAGCGAA AGCATGGGGA GCGAACAGGA 

           TCTGGGCTGT AACTGACACT GAGGAGCGAA AGCATGGGGA GCGAACAGGA 

           TCTGGGCTGT GACTGACACT GAGGAGCGAA AGCATGGGGA GCGAACAGGA 

           TTAGATACCC TGGTAGTCCA TGCCGTAAAC GTTGGGAACT AGGTGTGGGG 

           TTAGATACCC TGGTAGTCCA TGCCGTAAAC G--GGGAACT AGGTGTGGGG 

           TTAGATACCC TGGTAGTCCA TGCCGTAAAC GTTGGGCACT AGGTGTGGGG 

           TTAGATACCC TGGTAGTCCA TGCCGTAAAC GTTGGGCACT AGGTGTGGGG 

           TCCGTTCCAC GGATTCCGTG CCGGAG-TAA CGCATTAAGT TCCCCGCCTG 

           TCCGTTCCAC GGATTCCGTG CCGGAG-TAA CGCATTAAGT TCCCCGCCTG 

           GGCATTCCAC GTTCTCCGCG CCGTAGCTGA CGCATTAAGT GCCCCGCCTG 

           GGCATTCCAC GTTCTCCGCG CCGTAGCTAA CGCATTAAGT GCCCCGCCTG 

           GGGAGTACGG CCGCAAGGCT AAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCC--- 

           GGGAGTACGG CCGCAAGGCT AAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCCTT- 

           GGGAGTACGG TCGCAAGCCT ---------- ---------- GGTGCTTGCA 

           GGGAGTACGG TCGCAAGGCT AAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCCGCA 

           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

           C---CGG--- -----GTGGA T--------- ---------- --------GA 

           CAAGCGGCGG AGCATGCGGA TTAATTCGAT GCAACGCTTA ACACATGCAA 

           ---------- --

           ---------- --

           GTGG------ --

           GTCGAACGCG AC

На основі отриманих послідовностей гена 16S рРНК побудовано філогенетичне дерево для штамів Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. 90Н, Brevibacterium sp. Е531, Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 з Колекції та таксономічно близьких до них представників родини бревібактерій (рис. 4.9).
Молекулярно-філогенетичний аналіз здійснено за допомогою методу максимальної правдоподібності (мaximum likelihood) з використанням моделі Tamura-Nei [167] для оцінки еволюційної відстані. Кількість повторів (bootstrap) – 1000. На рисунку представлено філогенетичне дерево з найвищим значенням логарифму подібності (log-likelihood value) – 2018,5. Всього було використано 18 нуклеотидних послідовностей.

У рамках кожної філогенетичної групи рівень подібності складав 97% і більше. Філогенетичне дерево, побудоване іншим, аналогічним методом приєднання сусідів (Neighbor-joining) мало таку ж топологію. Аналізування було проведено в програмі MEGA6 [161].
За допомогою молекулярно-філогенетичного аналізу послідовності гена 16S рРНК підтверджено належність штамів-продуцентів незамінних амінокислот аспартатної родини з Колекції до роду Brevibacterium. 
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Рис. 4.9 Дендрограма філогенетичних взаємовідносин деяких представників роду Brevibacterium 

Проведено встановлення філогенетичних зв’язків досліджуваних штамів та споріднених з ними штамів бревібактерій із баз даних “Genbank”. Визначено, що штами-продуценти з Колекції належать до трьох груп. До першої відносяться штами Brevibacterium sp. 90Н, Brevibacterium sp. FXJ8.052, Brevibacterium casei DY 40-62, Brevibacterium ammoniilyticum A1, до другої – Brevibacterium sp. Е531, Brevibacterium sp. BS05, до третьої – Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. TUT та отриманий мутантний штам Brevibacterium sp. ІМВ В-7447. Показано, що Brevibacterium sp. 90 ідентичний до Brevibacterium sp. gene for 16S rRNA на 100%, Brevibacterium sp. 90H ідентичний Brevibacterium sp. FXJ8.052 на 100% і Brevibacterium sp. E 531 ідентичний Brevibacterium sp. BS05 на 100%. Встановлено, що гомологія нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК Brevibacterium sp. 90 та Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 складала 98%. Підтверджено належність мутантного штаму Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 до роду Brevibacterium та встановлено, що він не мав аналогів в базі даних «GenBank».
4.7. Порівняння послідовностей гена 16S рРНК у різних штамів-продуцентів треоніну
Для підтвердження таксономічного положення отриманого мутантного штаму треоніну визначили послідовності гена 16S рРНК штамів-продуцентів треоніну з Колекції та встановили їх філогенетичне положення в межах найбільш споріднених штамів роду Brevibacterium з бази даних «GenBank» [166].
Ампліфікацію гена 16S рРНК здійснювали з використанням універсальних бактеріальних праймерів 27f та 1492r з подальшим сиквенуванням. 

Для порівняння вихідного та мутантного штамів-продуцентів треоніну з Колекції було виділено ДНК цих бактерій і визначено нуклеотидну послідовність гена 16S рРНК. Виділену ДНК було перевірено на чистоту за допомогою електрофорезу (рис. 4.10).
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Рис. 4.10 Електрофореграма ПЛР аналізу та наявність фрагменту гена 16S рРНК (27f-1492r): 1 – B. flavum TH7; 2– B. flavum ІМВ В-7446
Ампліфікацію гена за 16S рРНК здійснювали за допомогою універсальних бактеріальних праймерів 27f та 1492r. Після ампліфікації гена 16S рРНК визначили нуклеотидну послідовність отриманого амплікону. 

Нуклеотидні послідовності гена 16S рРНК штамів B. flavum TH7 та B. flavum ІМВ В-7446 наведено нижче.
B. flavum TH7

GGAAAAAAGGAATCAGCATATCAAAGTCTCTGCCCTAAGAGAGTTGGGCTACTGGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCATGA
CGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTT
CATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGGCCGGCTTTAAGAGATTAGCTCCACCTCACGGTGTGGCAACTCG
CTGTACCGACCATTGTAGCATGTGTGAAGCCCTGGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGA
GTTAACCCCGGCAGTCTCTCATGAGTACCCACCACAATGTGCTGGCAACATAAGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACT
TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGAACCGACCACAAGGGAAAACGTATCTCTAC
GCCGATCCGGTCCATGTCAAGCCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGG
GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACAG
AAGTCGTGGAAGACCCCTACACCTAGCGCCCACCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCA
TGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTTACTGCCCAGAGACCCTGCCTTTCGCATTGGTGTCCTCCTGATATTCTGCGCATTT
CACGCTACACAGGATTTCCAGTCTCCCTTACAGCACTCAAGTATGCCGTAATCGGCTGGCACGCCCCGAAGGTTAAAGC
B. flavum ІМВ В-7446

GGAAAGGGCCATCACCTTCGAAGCTCCCCCCTAAAGGTTGGGCCACTGGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCATGACGTGAC
GGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGG
GTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGGCCGGCTTTAAGAGATTAGCTCCACCTCACGGTGTGGCAACTCGCTGTAC
CGACCATTGTAGCATGTGTGAAGCCCTGGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTAAC
CCCGGCAGTCTCTCATGAGTACCCACCACAATGTGCTGGCAACATAAGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGAACCGACCACAAGGGAAAACGTATCTCTACGCCGAT
CCGGTCCATGTCAAGCCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCC
GTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACAGAAGTCG
TGGAAGACCCCTACACCTAGCGCCCACCGTTTACGGCATGTACTACCAGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTC
GCTCCTCAGCGTCAGTTACTGCCCAGAGACCTGCCTTTCGCATTGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACGCTACA
CCAGGATTTCCAGTCTCCCTCACAGCACTCAGTATGGCCCGTATTCGACCTTGCCAACCGCCCCCGAAGGT
Вирівнювання отриманих нуклеотидних послідовностей проведено в програмі ClustalW [169]. 

Brevibacterium_flavum_ТН7_       comp_Seq      

Brevibacterium_flavum_IMB B-7446_comp_Seq      

GGCAATTGCGGCATTCTTACCATGTCAGTCGAACGCTGAACCAGAACTTG 50

GGAAGGGGCGGCAT-CTTACCATG-CAGTCG-ACGCTGAACCAGAGCTTG 47

**.*.  ******* ********* ****** *************.****

CTTTGGTGGATAAGTGGCGAACGGGTGTGTAACACGTGGGTGATCTGCCC 100

CTTTGTTGGATAAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCC 97

***** *********************:**********************

TACACTTTGGGATAAACCTGGGAAACTGGGTCTAATACCCAATATTCTCA 150

TCCACTTTGGGATATACCTGGGAAACTGGGTCTAATACCCAATATTCTCA 147

*.************:***********************************

CCCCCCCATGGGTGGGGTGGAAAGCTTTGTGCGGTGTGGGATGAGCCTGC 200

CCCCCCCATGGGTGGGGTGGAAAGCTTTGTGCGGGGTGGGATGAGCCTGC 197

********************************** ***************

GGCCTATCACCTTGTTGGTGGGGTAATGGGCTACCAAGGCGTCTACAGGT 250

GGCCTATCACCTTGTTGGTGGGGTAATGGGCTACCAAGGCGTCTACAGGG 247

************************************************* 

AGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGTGACTGAGACACGGCCCCC 300

ATCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGTGACTGAGACACGGCCCCC 297

* ************************************************

ACTCCTACGGGAGGCGCCACTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGCAAGCCT 350

ACTCCTACAGGAGGCGCCACTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGCACGCCT 347

********.************************************.****

GATGCACCGACACCCCGTGGGGGATAAAAGCCTTCTGGTTGTAAACTCCT 400

GATGCACCGACACCCCGTGGGGGATAAAAGCCTTCTGGTTGTAAACTCCT 397

**************************************************

TTCTCTATGGACAAAACCTTTTGGTGACGGTACCTGGAGAAAAAACACCG 450

TTCTCTATGGACAAAACCTTTTGGTGACGGTACCTGGAGAAAAAACACCG 447

**************************************************

GCTAACTACGTGCCACCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTC 500

GCTAACTACGTGCCACCAGCCGCGGTAATACATAGGGTGCGAGCGTTGTC 497

*******************************.******************

CCGAATTACTGGGCGTAAAAAGCTCTTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGT 550

CGGAAATACTGGGCGTAAAAAGCTCTTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGT 547

* ***:********************************************

GAAATCCCGGGGCTTATCTTCTGGCGTGCAGGCGATACAGG-CATAACTT 599

GAAATCCCGGGGCTTATCTTCTGGCGTGCAGGCGATACAGGGCATAACTT 597

***************************************** ********

GTGTGCTGTA-GGGGAGACTGGAATTCCTCGTGTAGCGGTGAAATGCGCA 648

GAGTGCTGTATGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCA 647

*:******** ****************** ********************

CATATCACGAGGAGCACCCCTGGGGAAAGCAGGGTCTCTGGGGCACTAAC 698

CATATCACGAGGGAAAACCAATGGCGAAGGCGGGTCTCTGTGGCACTAAC 697

************...*.**.: ** .*** .********* *********

CTCTCGCTGAGGAAGCGAAAAACCATGGGGTATCGCACAAGGAATTATTA 748

TG-ACGCTCAG-GAGCG-AAAAACATGTGGTATCGCACAACGATT--ATA 742

:**** ** .**** ****.**** ************ **:*  :**

TACCCCTGGGGAGTCCCATGCCCCTAAAACAGCTGGGGGCGCCTACGATG 798

TAACCCTGGTGAGTGCACTGCCGC--AAACAGCTGG--GCGCTATG--TG 786

**.****** **** *..**** *  **********  **** ::   **

GTATGGGGGTGCTTTTCACGAACATACTGGTGGCGGCAGCCTAACACATT 848

GTAGGGG---TCTTTCCTACGACGATCTG-TGTCG-CAGCCTAATCGGCC 831

*** ***    **** *:. .**.::*** ** ** ******** . .  

TATATACGCCCCCCCCCCTGGTGGGAGTACCAGCCGGCCCCAGGGCGTCA 898

ATTATAA-CGCCCCGCTCTGGTGG-AGTACTAGCCCGTCAACG-----CC 874

::****. * **** * ******* ***** **** * *...*     *.

TAACTCTCTCAAGGGAGAATATATGATGCACGGGCGGGGCTGGGTCGCTT 948

CTAAACTCCTAGGAGAGAATGGTT-----ACAG-CGG------------- 905

:*.:***  *.*.******. :*     **.* ***             

ACTACAACGCTTTAACCTTCGGGG-CG---TGCCAG-CCGATTACGG--C 991

--------------ACCTTCGGGGGCGGTTGGCAAGGTCGAATACGGGCC 941

********** **    **.**  ***:*****  *

ATACTTGAGTGCTGTAAGGGAGACTGGAAATCCTG-TGTAGCGTGAAATG 1040

ATACT-GAGTGCTGTGAGGGAGACTGGAAATCCTGGTGTAGCGTGAAATG 990

***** *********.******************* **************

CGCAGAATATCAGGAG-GACACCAATGCGAAAGGCAGGGTCTCTGGGCAG 1089

CGCAG-ATATCAGGAGGAACACCAATGCGAAAGGCAGG-TCTCTGGGCAG 1038

***** ********** .******************** ***********

TAAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATAC 1139

-TAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATAC 1087

 :************************************************

CCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTAGGGGTCTTCCA 1189

C-TGGTAGTACATGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTAGGGGTCTTCCA 1136

* *******.****************************************

CGACTTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACG 1239

CGACTTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACG 1186

**************************************************

GCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCG 1289

GCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCG 1236

**************************************************

GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGA 1339

GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGA 1286

**************************************************

CATGGACCGGATCGGCGTAGAGATACGTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACA 1389

CATGGACCGGATCGGCGTAGAGATACGTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACA 1336

**************************************************

GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC 1439

GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC 1386

**************************************************

CCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTGTGGTGGGT 1489

CCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTGTGGTGGGT 1436

**************************************************

ACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC 1539

ACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC 1486

**************************************************

AAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCG 1589

AAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCG 1536

**************************************************

GTACAGCGAGTTGCCACACCGTGAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGC 1639

GTACAGCGAGTTGCCACACCGTGAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGC 1586

**************************************************

CTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCT 1689

CTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCT 1636

**************************************************

AGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA 1739

AGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA 1686

**************************************************

CACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCAGTAGCC 1789

CACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCAGTGGCC 1736

**********************************************.***

CAACTCTCTTAGGGCAGAGACTTTGATATGCTGATTCCTTTTTTCC 1835

CAAC---CTTTAGGGGGGAGCTTCGAAGG--TGATGGCCCTTTCC- 1776

****   ***:.** .*...*** **:.   ****  *  *** * 

Для визначення родинних зв'язків був проведений філогенетичний аналіз і побудовано філогенетичне дерево. Мірою відповідності набору вирівняних послідовностей даної топології вважається міра (критерій), заснована на принципі найбільшої правдоподібності. Була досліджена дендрограма філогенетичних зв’язків штамів B. flavum ТН7, B. flavum ІМВ В-7446 з Колекції та філогенетично близьких представників родів Brevibacterium, Corynebacterium і Kocuria.
Нижче наведено філогенетичне дерево з найвищим значенням логарифму подібності (log-likelihood value) – 2171,38, побудоване за допомогою методу максимальної правдоподібності (мaximum likelihood) з використанням моделі Tamura-Nei для оцінки еволюційної відстані. Кількість повторів (bootstrap) – 1000 (рис. 4.11). Філогенетичне дерево, побудоване іншим статистичним методом приєднання сусідів (Neighbor-joining), мало таку ж топологію. 

Досліджувані штами знаходились на дендрограмі в одній групі з типовими штамами виду Corynebacterium glutamicum. Ця група виділена з 100% вірогідністю (Bootstrap аналізу) від іншої групи, утвореної представниками родів Brevibacterium і Kocuria. Проведений аналіз показав, що штами Brevibacterium flavum TH7 та Brevibacterium flavum IMВ B-7446 відносяться до виду Corynebacterium glutamicum.
Необхідно звернути увагу, що штами, які відносилися до родів Brevibacterium, Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus або Artrobacter, та ін., Brevibacterium chang-fua, Brevibacterium divaricatum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium glutamigenes, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium seonmiso, Brevibacterium sp., Brevibacterium taipei, Brevibacterium thiogenitalis, Corynebacterium lilium, Corynebacterium herculis, Microbacterium ammoniaphilum, Microbacterium sp., Micrococcus maripunicenus, Artrobacter sp., після чисельних таксономічних досліджень виявились в кластері Corynebacterium glutamicum [183].
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Рис. 4.11 Філогенетичне положення штамів B. flavum TH7 та B. flavum IMV B-7446 серед представників родів Brevibacterium, Kocuria та Corynebacterium на основі послідовності гена 16S рРНК
Необхідно відзначити, що жоден з продуцентів амінокислот роду Brevibacterium, не був справжнім членом роду Brevibacterium. Отже, численні штами були перекласифіковані як С. glutamicum. Вміст нуклеотидів (G + C) для штамів С. glutamicum знаходились в інтервалі від 53 до 58 % mol. Вміст нуклеотидів (G + C) штаму C. glutamicum ATCC 13032 склав 53,8 % mol., вміст (G + C) для мутантного штаму B. flavum IMВ B-7446 склав 55,4% mol.

Невідповідність, виявлену в ідентифікації на основі комплексу морфологічних і фізіолого-біохімічних особливостей та аналізування сиквенування гену 16S рРНК можна пояснити досягнутій нещодавно рекласифікації деяких видів Brevibacterium як Corynebacterium [130]. Таким чином, в подальшому необхідно провести детальне аналізування (повний сиквенс) для точної ідентифікації отриманого штаму.

Основні результати даного розділу опубліковані в наукових роботах [184, 187-189].

РОЗДІЛ 5

ОПТИМІЗАЦІЯ УМОВ КУЛЬТИВУВАННЯ МУТАНТНИХ ШТАМІВ-ПРОДУЦЕНТІВ ЛІЗИНУ ТА ТРЕОНІНУ
Одним із важливих етапів розроблення технології мікробного синтезу є встановлення оптимальних умов культивування продуцента, що забезпечують найвищий синтез цільового продукту. Основними параметрами, що впливали на біоситнтетичну здатність штамів-продуцентів амінокислот були джерела вуглецю та азоту, їх концентрації в поживних середовищах, рН, температура, концентрація розчиненого кисню, ростові субстрати і додаткове підживлення.
5.1. Оптимізація умов культивування мутантного штаму-продуценту лізину
Досліджено основні джерела вуглевоцю та амонійні сполуки, які використовувалися в живильних середовищах для бревібактерій як продуцентів лізину. На рис. 5.1 показано, що на синтез лізину впливали різні джерела вуглецю. Для оптимізації процесу біосинтезу лізину необхідно було підібрати відповідне джерело та встановити оптимальну концентрацію вуглецю (рис. 5.2).

Оптимізація параметрів культивування здійснювалась за умов зниження інтенсивності аерації, концентрації цукру в середовищі, концентрації азоту в середовищі та скороченні терміну культивування.

При культивуванні продуцента було встановлено, що утворення біомаси було на одному рівні при використанні різних джерел вуглеводів, синтез лізину на глюкозі, сахарозі та фруктозі знаходився також на одному рівні. При культивуванні на середовищі з мелясою синтез лізину був подібним, що є важливим для промисловиго використання штаму. 
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Рис. 5.1 Вплив джерел вуглецю на продукцію лізину Brevibacterium sp. ІМВ В-7447
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Рис. 5.2 Вплив концентрації глюкози на продукцію лізину B. flavum IMВ B-7447

На розмноження та фізіологічну активність бактерій впливало не тільки джерело, але і концентрація вуглецю. Для визначення мінімальної необхідної кількості глюкози в середовищі і з метою інтенсифікації синтезу лізину досліджували вплив концентрації глюкози (від 1 до 10%).

Як видно з рис. 5.2 оптимальною концентрацією для росту та синтезу лізину була концентрація 8%. З підвищенням концентрації ріст бактерій та біосинтез лізину уповільнювався.
При культивуванні продуцента на середовищі з різними джерелами азотного живлення встановлено (рис. 5.3), що максимальне утворення біомаси спостерігалось при рості на середовищі з сірчанокислим амонієм. Штам Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 також максимально продукував лізин за умови додавання в середовище сірчанокислого амонію. Використання KNO3 як джерела азоту призводило до мінімальних приростів біомаси та лізину (рис. 5.3).
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Рис. 5.3 Вплив джерел азотного живлення на продукцію лізину Brevibacterium sp. ІМВ В-7447
На інтенсивність росту Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 та його лізиноутворюючу здатність впливало не тільки джерело азотного живлення, і кількість азотного живлення.
Для визначення оптимальної кількості сірчанокислого амонію в середовищі було досліджено вплив різної концентрації сірчанокислого амонію на синтез лізину мутантним штамом. Як видно з рис. 5.4 накопичення біомаси продуцента був як за низької так і за високої концентрації сірчанокислого амонію. Оптимальною концентрацією для синтезу лізину була визначена концентрація 4%. З підвищенням концентрації ріст бактерій не припинявся, але різко уповільнився синтез лізину.
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           Рис. 5.4 Вплив різних концентрацій сульфату амонію на продукцію лізину Brevibacterium sp. ІМВ В-7447
Встановлення оптимальних умов культивування Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 передбачало також і уникнення побічних процесів. При недостатній аерації середовища замість лізину утворювались аланін або ж молочна кислота.

Для ауксотрофних штамів-продуцентів важливими компонентами середовища є амінокислоти. Для забезпечення нормального росту та біосинтезу лізину продуцентами Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. 90Н, Brevibacterium sp. Е531 оптимальними в поживному середовищі були концентрації треоніну – 800 мг/дм3 і метіоніну – 200 мг/дм3. Окрім того, для розвитку інокуляту необхідний тіамін в концентрації 200 мкг/дм3. Незамінним компонентом у середовищі для біосинтезу лізину був біотин. Для штаму Brevibacterium sp. 90Н концентрація біотину 3-4 мкг/дм3 в середовищі забезпечувала синтез глютамінової кислоти, а концентрація 15-20 мкг/дм3 – лізину. При концентрації біотину в середовищі 2-2,5 мкг/дм3 утворювалася молочна кислота [36, 42].

На початковому етапі росту Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 важливою була концентрація треоніну, хоча його висока концентрація на подальших етапах культивування (коли вже розпочався синтез лізину) діяла як інгібітор АК, а поява лізину в культуральній рідині підсилювала пригнічення АК треоніном.

В подальших дослідженнях додавання в середовище різних ростових компонентів з амінокислотами і регулятору росту «Емістим», не призвело до значного підвищення синтезу біомаси. Синтез лізину на дріжджовому та кукурудзяному екстрактах збільшився порівняно з контролем у 1,5-2 рази, відповідно (рис. 5.5). 
Процес синтезу лізину можна подати наступним рівнянням при оптимізованих умовах культивування продуцента, якщо вихід лізину складав 35% від використаного цукру:

100 C6H12O6 + 219 O2 + 86 NH3 =35 C6H14N2O2 + 16C8H13O4N + 262CO2 + 380H2O + 1669кДж
У правій частині рівняння перший член – це кількість лізину, що утворювалася з глюкози. З однієї молекули глюкози утворювалось 0,35 молекул лізину. Другий член характеризував утворення біомаси. З рівняння видно, що на перероблення кожної молекули глюкози необхідно 2,19 молекул кисню [28].
[image: image40.emf]0

5

10

15

20

25

30

Ростові субстрати

Концентрація, г/дм

3

Концентрація

біомаси, г/дм3

Концентрація

лізину, г/дм3


Рис. 5.5 Вплив різних ростових субстратів на ріст та продукцію лізину Brevibacterium sp. ІМВ В-7447
Аналіз експериментальних данних підтвердив, що ферментація лізину це строго аеробний процесс і забезпечення необхідного «кисневого» режиму одна з основних характеристик процесу. Необхідно було визначити наскільки під час культивування змінилася потреба Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 в кисні. Дослідження проводили при різних режимах аерації. Такі режими забезпечували завдяки різному співвідношенню між об’ємом середовища і загальним об’ємом колби. Всі колби мали об’єм 0,250 дм3 (100%), середовище вносили у кількості 0,015, 0,025, 0,030, 0,040, 0,050, 0,060 дм3, що відповідає 8, 10, 12, 16, 20, 25 відсоткам (рис. 5.6).

Як видно з рис. 5.6 активне накопичення біомаси продуцента відбувалося за різних режимів аерації. Для синтезу лізину необхідно у 2-3 рази більше кисню, ніж для накопичення біомаси. Це означало, що інтенсивність аерації середовища під час культивування мала складати за сульфітним числом не менше, ніж 3-4 г О2 на 1 дм3 середовища за годину.

[image: image41.emf]0

5

10

15

20

25

30

35

8% 10% 12% 16% 20% 25%

Кількість середовища в колбі, %

Концентрація, г/дм

3

Концентрація

біомаси, г/дм3

Концентрація

лізину, г/дм3


Рис. 5.6 Вплив режимів аерації на продукцію лізину Brevibacterium sp. ІМВ В-7447
Проведено культивування на оптимізованому живильному середовищі в умовах культивування на шейкері штаму Brevibacterium sp. ІМВ В-7447. Досліджено динаміку росту штаму, використання цукрів, амонійного азоту (рис. 5.7) та динаміку синтезу лізину (рис. 5.8).
Як видно з рис. 5.7 штам Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 активно споживав вуглець та азот протягом перших 72 годин, при цьому концентрація цукрів в середовищі знижувалась з 8 до 2%, азоту з 4 до 1%, що складало 75% споживання. 
Зниження вмісту цукрів та амонійного азоту продовжувалось і на 120 годині культивування, проте, починаючи з 96 години штам уповільнював ріст, культура починала використовувати власний лізин, концентрація лізину в культуральній рідині знижувалась, а залишкові концентрації цукрів та азоту амонійного на 96-120 годині ставали лімітуючими. 
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Рис. 5.7 Споживання редукуючих речовин (цукрів), азоту амонійного за оптимальних умов культивування Brevibacterium sp. ІМВ В-7447
Тому після 72 годин культивування вводили додаткові поживні речовини – цукри та амонійний азот і продовжували синтез лізину за оптимальних концентрацій поживних речовин.
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Рис. 5.8 Синтез біомаси, продукція лізину за оптимальних умов культивування Brevibacterium sp. ІМВ В-7447
За цих умов, на 72 годину культивування мутантний штам-продуцент Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 синтезував лізин у кількості 39,0 г/дм3.
5.2. Оптимізація умов культивування мутантного штаму-продуценту треоніну
Для забезпечення підвищення накопичення амінокислот в процесі синтезу необхідно змінити систему регуляції обміну. Для цього треба стимулювати споживання субстрату на певних етапах біосинтезу і виділення амінокислот в середовище або пригнічувати побічні реакції і процеси деградації амінокислот.
Джерелом енергії, необхідним для життєдіяльності мікроорганізмів, можуть бути різні вуглеводи. Досліджено вплив глюкози, фруктози та сахарози на синтез біомаси та треоніну (рис. 5.9). 
При вирощуванні культури на різних вуглеводах було встановлено, що найкращим джерелом для синтезу треоніну було середовище з сахарозою. На такому середовищі отримано найбільшу кількість біомаси – 25,8 г/дм3 і треоніну – 8,2 г/дм3; на середовищі з глюкозою, відповідно – 22,3 г/дм3 та 7,9 г/дм3; на середовищі з фруктозою, відповідно – 20,8 г/дм3 та 7,1 г/дм3. В подальших дослідженнях як джерело вуглецю використовували сахарозу.
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       Рис. 5.9 Вплив джерела вуглецю на синтезу біомаси та треоніну 

Швидкість накопичення біомаси та швидкість утворення продуктів життєдіяльності залежали від кількості інокуляту. Вивчали вплив концентрації посівного матеріалу на синтез треоніну та приріст бактеріальної популяції (рис. 5.10). Встановлено, що найвищі показники відносної швидкості синтезу треоніну та біомаси були при внесенні у середовище 20% інокуляту.

[image: image45.png]BiasocHa MBIAKICTE CIHTE3Y TPEOHIHY,

/v /rog,

TepMiH KyTIbTIBY BAHH, TOJ,

0,1 0,6
014 Jos .
0,12 F g
01 f 1042
o
0,08 F {03 &
(5]
0,06 g
’ 41 0.2 5 =
0,04 | a =
{o012%
0,02 F g A
H A
0 0 g
!
<
o
S
o
=

—A —TpeoHIH (1HOKyIr 1 0%)"

—=— G1oMaca (1HoKyIaT 1 0%) "

Bi

— =TpeoHIH (1HOKyLIr 20%)"

—@— Giomaca (1HokyIaT 20%) "




Рис. 5.10 Відносна швидкість синтезу біомаси та треоніну 

Одним із параметрів, що впливав на ріст мікроорганізмів та їх фізіологічну активність, була температура культивування. Накопичення біомаси та синтез треоніну штамом B. flavum IМВ В-7446 (C. glutamicum) в залежності від температури культивування показано на рис. 5.11. 
Підвищення температури з 28 до 360С збільшувало накопичення біомаси, подальше підвищення температури до 380С зменшувало накопичення біомаси. Концентрація треоніну при зміні температури з 28 до 320С зростала до 8,8 г/дм3. З подальшим зростанням температури концентрація спадала до 6,0 г/дм3. Подальші дослідження проводили за температури 320С.
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Рис. 5.11 Вплив температури культивування на синтез біомаси та треоніну
Динаміка утворення біомаси та треоніну бактеріями B. flavum IМВ В-7446 (C. glutamicum) в залежності від зміни швидкості розчинення кисню представлена на рис. 5.12. Максимальне накопичення біомаси відбувалось при швидкості розчинення кисню 10 гО2/дм3/год, а максимальна кількість накопичення треоніну при 11 гО2/дм3/год. Збільшення швидкості розчинення кисню пригнічувало ріст біомаси та треоніну. В подальших дослідженнях використовували швидкість розчинення кисню 11 гО2/дм3/год.
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Рис. 5.12 Вплив швидкості розчинення кисню на синтез біомаси та треоніну
Для оптимізації умов культивування досліджували залежність концентрації треоніну від внесених в середовище різних ростових субстратів (табл. 5.1, табл. 5.2).

Таблиця 5.1 

Вплив ростових факторів на синтез треоніну

	№

суміші
	Концентрація у суміші внесених речовин, г/дм3
	Концентрація треоніну в середовищі, г/дм3

	
	Пролін
	Тіамін HCl,

1(10-3
	Біотин,

1(10-6
	Дріжджовий екстракт
	

	1
	0,4
	1,0
	100
	0,5
	8,10(0,09

	2
	0,8
	2,0
	200
	1,0
	11,20(0,13

	3
	1,2
	3,0
	300
	1,5
	10,00(0,12

	4
	1,6
	4,0
	400
	2,0
	10,00(0,10

	5
	2,0
	5,0
	500
	2,5
	9,80(0,09


Таблиця 5.2
Синтез треоніну на середовищі з різним вмістом амінокислот

	№ суміші
	Концентрація г/дм3
	Біомаса, г/дм3
	Концентрація треоніну в середовищі, г/дм3

	
	Ізолейцину
	Метіоніну
	
	

	1
	0,1
	0,1
	25,3(0,5
	10,2(0,3

	2
	0,2
	0,2
	25,8(0,5
	10,2(0,1

	3
	0,3
	0,3
	26,1(0,5
	10,4(0,1

	4
	0,4
	0,4
	28,3(0,6
	11,9(0,2

	5
	0,5
	0,5
	35,8(0,6
	9,9(0,1


Було знайдено оптимальні концентрації ростових речовин (г/дм3): проліну – 0,8; тіаміну – 0,002; біотину – 2,0.10-4; дріжджового екстракту – 1,0; суміші ізолейцину та метіоніну (0,4 г/дм3 кожної амінокислоти).

Досліджено вплив альтернативних джерел вуглецю (бурякової меляси, молочної сироватки, синтетичного середовища) на синтез треоніну. Вищі показники синтезу були на комплексному мелясному середовищі в порівнянні з синтетичним та сироватковим. Процес культивування отриманого мутантного штаму за умов визначених оптимальних параметрів проводили на мелясному середовищі з додаванням ростових речовин (табл. 5.3).

Таблиця 5.3

Синтез треоніну штамом B. flavum IМВ В-7446
	Продуценти
	Показники культуральної рідини

	
	рН
	ОГ (1:10), λ440
	Концентрація сахарози, %
	Концентрація треоніну, г/дм3
	Конверсія цукру в цільову амінокислоту, %

	Вихідне середовище (без продуценту)
	7,9±0,1
	0,2±0,1
	8,2±0,5
	0,9±0,1
	-

	B. flavum ТН 7
	6,6±0,1
	1,1±0,1
	5,4±0,2
	2,0±0,2
	3,92±0,1

	B. flavum IМВ В-7446
	6,7±0,1
	1,4±0,1
	1,4±0,3
	11,9±0,3
	16,2±0,2


Вихідний штам мав низький рівень синтезу треоніну на мелясному середовищі і в незначній кількості споживав цукор (конверсія – 3,92%) (табл. 5.3). Мутантний штам при культивуванні продукував у 6 разів більше треоніну на мелясних середовищах ніж вихідний штам та інтенсивно споживав цукор (конверсія – 16,2 %).
Проведено оптимізацію середовища для культивування продуцента та визначено оптимальні параметри культивування (температура, рН, кількість розчиненого кисню, кількість внесеного інокуляту, ростові речовини, різні джерела вуглецю). В оптимізованих умовах культивування мутантний штам продукував треонін у кількості 11,9 г/дм3.
Таким чином, можна зробити висновок, що підвищення накопичення лізину та треоніну штамами-продуцентами (Brevibacterium sp. IМВ В-7447 та B. flavum IМВ В-7446 (C. glutamicum), відповідно), пов’язане з дією УФ опромінення на штами.
Основні результати даного розділу опубліковані в наукових роботах [184, 189].

РОЗДІЛ 5

УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Дослідження здійснено для вдосконалення штамів-продуцентів незамінних амінокислот лізину і треоніну роду Brevibacterium. Для цього було проведено фізичний та хімічний мутагенез та оптимізовано умови культивування штамів-продуцентів.

Встановлено, що після зберігання та пересівів продуценти лізину Brevibacterium sp. 90H, Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. Е531 дали розщеплення на два типи колоній (без пігменту і пігментовані), а продуцент треоніну B. flavum ТН7 утворював тільки жовті колонії. Виявлено, що жовті колонії синтезують більше лізину, ніж без пігменту (біло-сірі) колонії. Встановлено ауксотрофність клонів з найбільшою продуктивністю за цільовими амінокислотами. Виявлено, що клони зберігають ауксотрофність за лейцином і набувають нову залежність до треоніну, метіоніну, триптофану, ізолейцину. Встановлено, що продуцент треоніну B. flavum ТН7 був ауксотрофом за серином і лейцином. 
Здійснено мутагенез штамів Brevibacterium sp. 90H, Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. Е531, B. flavum ТН7 за допомогою УФ опромінення і отримано стійкі мутантні штами-продуценти лізину і треоніну Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 і B. flavum ІМВ В-7446, відповідно. Відбір мутантів здійснювали за критеріями ауксотрофності та стійкості до аналогів лізину і треоніну (АЕЦ і НВ, відповідно). Отримано АЕЦ-стійкі продуценти лізину з частотою мутацій (1,1±0,2)x10-3 та НВ-стійкі продуценти треоніну з частотою мутацій (1,4±0,2)x10-3.
Перевірено вихідну культуру і отримані мутантні штами на чутливість до антибіотиків з метою встановлення генетичних маркерів вихідну культуру і отримані мутантні штами. Виявлено, що мутантний штам Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 змінив чутливість до левоміцетину, а штам B. flavum ІМВ В-7446 – до тетрацикліну. З метою визначення стабільності отриманих мутантних штамів їх пересівали протягом двох місяців з інтервалом два тижні на тверде та рідке середовище з визначенням кількості синтезованого треоніну і лізину. Накопичення амінокислот не змінювалось від пересіву до пересіву, що свідчить про стійкість мутації.

Визначено, що кількість лізину і треоніну, яку синтезували отримані за допомогою хімічного мутагенезу штами, не перевищувала їх кількість у вихідних штамів. Отримані колонії рожевого кольору (вихідний штам – Brevibacterium sp. ІМВ В-7447) поверталися до вихідного жовтого забарвлення, що свідчить про нестійкість мутації. Подальші дослідження мутантних штамів, отриманих таким способом, не проводили.
Виявлено при проведенні порівняльного аналізу гена 16S рРНК мутантних штамів з вихідними штамами і штамами з бази даних «GenBank», що штами-продуценти з Колекції належать до трьох груп. До першої належать штами Brevibacterium sp. 90Н, Brevibacterium sp. FXJ8.052, Brevibacterium casei DY 40-62, Brevibacterium ammoniilyticum A1, до другої – Brevibacterium sp. Е531, Brevibacterium sp. BS05, до третьої – Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. TUT і отриманий мутантний штам Brevibacterium sp. ІМВ В-7447. Встановлено, що гомологія нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК Brevibacterium sp. 90 і Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 становить 98%.

Визначено, що штами B. flavum TH7 і B. flavum IMВ B-7446 належать до виду Corynebacterium glutamicum. Невідповідність, виявлену в ідентифікації на основі сиквенування гена 16S рРНК можна пояснити досягнутій нещодавно рекласифікації деяких видів Brevibacterium як Corynebacterium. В подальшому необхідно провести детальне аналізування (повний сиквенс) для точної ідентифікації отриманого штаму. Встановлено, що мутантний штам Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 не має аналогів в базі даних «GenBank».
Показано, що оптимізація умов культивування штаму Brevibacterium sp. ІМВ В-7 447 дозволила підвищити синтез лізину в 8 разів. Оптимальними умовами були рН 7,0, Т = 31 ± 1 ° С, кількість кисню 3-4 гО2/дм3/год, тривалість культивування 72 год, джерела вуглеводів – сахароза або меляса (8%), джерела азоту – сірчанокислий амоній (4%), ростові фактори – біотин, кукурудзяний або дріжджовий екстракт.

Визначено, що штам B. flavum ІМВ В-7446 синтезував в 6 разів більше треоніну в порівнянні з вихідним штамом за рахунок оптимізації умов культивування (рН 7,0, температура 32 ± 1 ° С, кількість посівного матеріалу 20%, кількість кисню 11 гО2/дм3/год, тривалість культивування 72 год, джерела вуглеводів – сахароза або меляса, джерела азоту – сірчанокислий амоній, визначені оптимальні концентрації ростових факторів в середовищі (г/дм3): проліну – 0,8; тіаміну – 0,002; біотину – 2,0х10-4; дріжджового екстракту – 1,0, підібрано оптимальну концентрацію суміші ізолейцина і метіоніна (з вмістом 0,4 г/дм3 кожної амінокислоти). 
Отримані в роботі штами B. flavum ІМВ В-7446 (C. glutamicum) і Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 депоновані в «Національному Депозитарії мікроорганізмів» Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України. Послідовності гена 16S рРНК мутантних штамів зареєстровані в базі даних «GenBank» (реєстраційні номери KT151946 і KT151948 відповідно).
ВИСНОВКИ
Отримано нові штами-продуценти лізину та треоніну Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 та B. flavum IMВ B-7446, відповідно. Вивчено їх біологічні особливості та визначено біосинтетичну здатність до підвищеного синтезу цільових амінокислот при оптимальних умовах культивування.

1. Проведено клоновий аналіз штамів-продуцентів лізину та треоніну. Встановлено, що продуценти лізину Brevibacterium sp. 90H, Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. Е531 розщеплювались на два типи колоній (без пігменту та пігментовані), а продуцент треоніну B. flavum ТН7 утворював тільки пігментовані (жовті) колонії.

2. Визначена ауксотрофність клонів з найбільшою продуктивністю за цільовими амінокислотами. Виявлено, що клони зберігали ауксотрофність за лейцином та набували залежності до треоніну, метіоніну, триптофану і ізолейцину. Продуцент треоніну B. flavum ТН7 був ауксотрофом за серином та лейцином.

3. Здійснено мутагенез штамів Brevibacterium sp. 90H, Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. Е531, B. flavum ТН7 за допомогою УФ опромінення та отримано стійкі мутантні штами-продуценти лізину та треоніну Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 та B. flavum ІМВ В-7446, відповідно. 

4. Здійснено хімічний мутагенез штамів Brevibacterium sp. 90H, Brevibacterium sp. 90, Brevibacterium sp. Е531, B. flavum ТН7 та Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 за допомогою NTG. Кількість лізину та треоніну, що синтезували отримані за допомогою хімічного мутагенезу штами, не перевищувала їх кількість у вихідних штамів. Отримані рожеві колонії Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 “поверталися” до початкового жовтого забарвлення, що свідчить про нестабільні мутації. 

5. При проведенні порівняльного аналізу гена 16S рРНК мутантних штамів з вихідними штамами та штамами з бази даних “GenBank” встановлено, що гомологія Brevibacterium sp. 90 та Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 складає 98%, а штами B. flavum TH7 та B. flavum IMВ B-7446 відносяться до виду C. glutamicum. 

6. Показано, що оптимізація умов культивування (рН 7,0, Т=31±1°С, кількість кисню 3,0-4,0 гО2/дм3/год, термін культивування 72 год, джерела вуглеводів – сахароза або меляса (8%), джерела азоту – сірчанокислий амоній (4%), ростові фактори – біотин, кукурудзяний або дріжджовий екстракт) штаму Brevibacterium sp. ІМВ В-7447 підвищила синтез лізину у 8 разів порівняно з вихідним штамом.

7. Показано, що оптимізація умов культивування (рН 7,0, температура 32±1°С, кількість посівного матеріалу 20%, кількість кисню 11,0 гО2/дм3/год, термін культивування 72 год, джерела вуглеводів – сахароза або меляса, джерела азоту – сірчанокислий амоній, концентрації ростових факторів (г/дм3): проліну – 0,8; тіаміну – 0,002; біотину – 2,0х10-4; дріжджового екстракту – 1,0, концентрації ізолейцину та метіоніну – 0,4 г/дм3 кожної амінокислоти) штаму B. flavum ІМВ В-7446 підвищила синтез треоніну в 6 разів порівняно з вихідним штамом.
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ДОДАТОК А

Паспортизація штаму-продуценту треоніну 
Brevibacterium flaum IMB B-7446
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(nacnopm, 006i0Ka npo nenamozennicme)

Jlata mepBiCHOrO AENOHYBAHHS: 23 :xoBTHs 2013 poky

Jlupextop InctutyTy MikpoGionorii
i Bipycosorii HKI—{ Vkpaiun \// T /(ﬂ],
vl vv

Aopeca: I'CIT_J103680, Kuis, ev1.3a6oi0muozo, 154
WWw.imv.net;
Golovacht@ukr.net
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SAKJUIOYEHHHA

3a pe3y/IbTATAMH JOC/TI/KeHHsI NATOreHHHUX BJIACTHBOCTE!
wramy Brevibacterium flavum IFBG Mb-8

Wltam Brevibacterium flavum IFBG MB-8 HajaHo 1A BUTpoOyBaHp J1Y
«lHCTHTYT Xap4oBoi OiotexHosoril Ta renomikuy HAH Vkpainm srigso yromm Ne 91-
2013.

PiBeHb MaTOreHHOCTi MPOMUCIOBOIO MiKPOOpraHi3My 6a3yeThcst Ha BCTaHOBJIGHHI
y TOCTpHX, CYOXpOHIYHMX Ta XPOHIYHMX JOC/IiJaX Ha pi3HMX BHIAX TBapuH pAIy
TOKCHKO-TIri€HIYHAX  TIOKAa3HUKIB:  BIPYJIEHTHOCTi, TOKCHYHOCTI, TOKCHUI'€HHOCTI,
iMYHOTOKCHYHOCTI (aieprennocti), aucGioTnuHol Aif Ta iH. 3 METOI JIeNOHYBaHHS
[POBOJWIN  TIEPBUHHY CaHIiTapHO-Tiri€HiuHy OWIHKY JlAHOrO wWTamy, a came
JIOCIIDKYBATH Y COCTPUX JOCTIZAX OMHH i3 MOKA3HUKIB NMATOreHHOCTi — BipyJEHTHICTh
AKTMBHMX JKUTTE3JaTHUX KIITHH Ha Mozesi 6inux mumeii [4, 5, 6, 7] JlocmimkyBanuii
pin Brevibacterium He BKJIIOYEHO IO Iepeiiky HeOesrmeyHHX GiomoriyHmx o6’ ekTiB, sKi
MOXYTb iHpikyBaTn moneit i TBapuH aGo GyTH Ul HMX TOKCMYHHMM UM aJlePriuHUMU
yunHukamu [1, 2, 3]. o6 mixTBepauT BincyTHicTh matoreHHoi il Brevibacterium
flavum IFBG Mb-8 Ha TemnokpoBHi 1abopaTopHi TBapHHM Opaim Ui JOCIiUKEHb
KITHHU Y BUIVIAAL 3aBHUCi Y i3ionoriyHoMy po3umHi.

TlepeBipKky NATOreHHMX BJIACTHBOCTEll IUTaMy BHMKOHAHO 3 BHKOPHCTAHHAM
abopaTOpHUX CTaTeBO3pinuMX OesnmopoaHux Oinmux Mmumed Baroro 2042 r uusxoM
BBEJICHHA 3aBMCi KIiTHH y disionoriunomy po3umHi HepopaibHO uYepe3 30HA Ta
BHYTpilIHbOUepeBHO B in'ekuisx. Harmsan 3a TBapunamu, siki Oynu mporsrom 15 ai6
aJIaNTOBAHI /10 YMOB yTPUMAHHSI, IPOBOJMIIN T/ iH'eKUil 1moneHHO npoTsrom 14 1i6

8.

Busnavanu BipyJdeHTHiCTH CycneHsii aKTHBHUX KJIiTHH, OTPHMaHHX IIPH
KyJTBTUBYBaHHI LITaMy B aHACPOOHMX YMOBaX IIPOTATOM 24 TOXMH IPU TeMIepaTypi
28+1°C na M’sgconentonHoMy arapi (MIIA). CycneHsito KITHH TOTyBaIM Ha
crepunbHoMy (i3ionoridynoMy po3umHi, KOHIEHTPALIIO KITHH BU3HAYAIM 33 ONTHYHMM
craugaprom MyTHOCTI Nel10 TMCK 3 ypaxyBaHHSM MOTPABKK HA PeATbHI PO3MIPH KIITHH
(k=3) [9]. Kputepiem aBipyaeHTHOCTI ciiyryBana BiACyTHICTh iH(eKLiiHOT naTonorii Ta
saruGeni mummeit nporsarom 14 1i6. Kontpomrosamu ¢isionoriunmii cran muuei Ta
noBedinkoBi peaxuii. Yepes 14 xi6 micis 3apaxkeHHs | 3aKiHUEHHS TepMiHY
CNIOCTEPEIKEHD TBAPMH yOMBAIK AUCIIOKALIECIO IMMHUX XPeOIliB Ta NPOBOAMIN PO3THH |
MaKpOCKOTIUHE MOC/iUKEHHs BHYTPIHIX OprasiB Ta BUCIBY iX 3pa3KiB HA KUBUIbHUK
arap MITA s BusBeHHS peTpoKyinbTyp. IndexrupHicTh (iHBa3sHBHICTB) wITaMy
BU3HAYAIHM 38 MOMJIMBUX HPUPOIHUX LIISAXIB MOCTYIUIEHHS OCTAHHIX B OPraHisM, a came,
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B uepiox crnocrepexeHHA MiCHs MEPopansHOl 3aTpaBKu Yy J03i 12x10°
KITUH/MAWY BCi TBapuHM Oyau akTuBHMMH, oOpe noinamu kopM, disionoriuni
BiANpABNEHHA ¥ HUX HE MOPYILYBATICH, NIOBENIHKOBI peaKuil 6y/IM 3BHYaHHAMY, 3MiH 3
60Ky XYTpSHOTO HOKpOBY He nomiueno (TaGmis). KiiHiuHMX O3HAK TOKCHMKO3Y He
BiaMieHo. Byna BiacyTHs HoCToBipHA PI3HULA B Maci Tifla DOCHIAHMX i KOHTPOMBHHX
TBApHH, 2 TAKOX B 3araJibHOMy CTaHi Ta ToBediHUi. MenianHi JeTaibHi A03M TipH
NepopaibHOMy BBOAI KyJAbTYpH ROCATHyTH He Baanocs: JIMso pee os >12 mMutpad.
wiitie/mumy ( TaGsuisg).

Tlpu BHYTPIIHBOYEPEBHHHHX iH'€KIIAX 3aCTOCOBYBaM CYCIEH3Il y A03ax 2,0x10°
KuBuX KITHH OakTepiii. Ilpu BBeAeHHI LUX 103  KNITHH MPUrHiYEHOrO CTaHy i
3aXBOPIOBAHHS TBAPHH He crioctepirann. Menianni neranbai He nocarryTi: JTso y >2,0
M. KiTas/muiiy (TaGnuus).

MikpoGionoriuni J0CTiKEHHS BHYTPIlUHIX OpraHiB AOCTIAHMX TBapHH yepes 14
Jii6 nicas NOYaTKy JOCHAIRY NOKA3aiy, WO NePOPAIbHE Ta BHYTPilIHbOYEPEBHE BBEACHHS
cycneHsii XUBHX KIITHH KyJIbTYPH y JOCTIIKEHHX KOHLEHTPaLisAX He CNpHYHHAE iHBa3il
Gakrepiil y BHyTpilHi Opranu TBapHH: He BHABICHI PETPOKY/IBTYPH y WediHni Ta
HHpKax. JaHuil 1itaM HeiHBasHBHMI, He AMCEMiHYe i He PO3MHOXKYETHCA B OpraHi3Mi
JOCHIIKEHUX TeTIOKPOBHUX ~ BiIMX Myumax.

OtpumaHi pesysTaTH cBiAuaTh Npo NPHHANEXHICTE ImTamMy no IV kiacy
HeGe3neky MikpoopraHisMip: “manoneGesmeunnx, npaxkTuuno Ge3 anepreHsol Ta
3araibHOTOKCHYHOI Aii” [4, 6, 7).

Tabmuws. PE3YIIbTATU }IOCJ'IIZDKEHH}I BIPY.HEHTHOCTI
wiramy Brevibacterium flavum IFBG M

Marepian Kise- Maax Kypc Kinpkictp MuiLielt
VA BBEJAEHHSA KicTh Josa BBe- | BBeAeH- |3axBo | 3aruH |[BHKH-
MuLe JICHHS HS -pino | yao no
i
INTYK | M3 | MIpA. 6 wryk | wryx | Hityk
KITiTHH
Hocmia:
Cycniensis 7 0331 2,0 B/Y 1 0 0
1-mo6oBuX KIiTHH 7 1,0 { 12,0 | peros 1 0 0 7
Konrpons:
diziogoriunmii 7 0,33 0 B/4 1 0 0 7
PO3YMH 7 1,0 0 per os 1 0 0 7

TG TRG: & - GHmpIGtHeONepean! T ERTR, Per 05 - Gae0eH & ATYAOK 3 GOROMGE0T0 S0RIG

Bei Munii y ToMy 4uciti i KOHTPONBHI, AKi 3AMHIIWIHCH SKUBUMMU TiCIs 3aKiHUeHHs
TepMiHy crocTepesxens, Gyan BOHTI, NpoBeAeHO X PO3THH i JOCHIIKEHHS BHYTPILHIX
oprauis. Bigcyrnicts indexuiiHoT naTosorii i 03HaK ypakeHHs AOCIIHUX TBapHH Ha 14
n06y Gyno MNiATBEpDKEHO NPH MAKPOCKONMIYHOMY BHBYEHHi BHYTPILUHIX OpTaHiB.
PesynbTari po3THHY NIOKA3ANM:

v ceplie 3BHYaliHOT GopMH i posmipy;




[image: image53.jpg]v’ gnereni B 06'eMi He 30imblieHi, J0Ji JErKO BiZOKPEMJIIOIOTbCS OJHE BiX OIHOTO,
MOBEPXHi IIAZCHBKI, CIIAEK HE BIAMIUCHO;

v/ UUIYHOK, NETJIi TOHKOTO i TOBCTOrO KHILEYHHKY 30BHI € 3BMYAiiHUMH, Ha po3pi3i
MaJIIOHOK CJIM30BOI HE3MiHEHHI;

v/ ne4iHKa TEMHO-YepPBOHOTO KOJIbOPY, HOPMAIBHOI ~KOHCHCTEHILi, CepeJHbOro
KPOBOHAIIOBHEHHSI, HE 30i/IblICHA, TIOBEPXHS I1a/IcHbKA;

v/ HUPKM 3BHYAHHMX PO3MIpiB i (OpMH, MOBEpXHi IaJeHbKi, Ha po3pisi wuiTkuit
MATIOHOK KOPKOBOI i MO3KOBOI PEHOBHHHM;

v’ cenesinka He 30iIbIIEHA, KOHCHCTEHIs Tyra, Ha pO3pi3i Myabla [OMIPHO
MOBHOKPOBHA 1 TEMHOTO KOJIBOPY.

Taxkum ynHOM. wtam Oakrepiit Brevibacterium flavum IFBG MB-8  3riguo
OTPUMAHUX PE3yJbTaTiB y TOCTPMX HOCHiZaxX Ha Oe3NOpoaHMX Oinmux Mimax Ta
Bi/IMOBIIHMX ~ HOPMAaTHBHMX  MaTepiafiB  HANeKWTH A0 TPYNH  aBipyIeHTHUX
MIKPOOpraHi3MiB He 3JaTHMX 10 iHBa3il y BHYTPilIHi Opranu JOCHIKEHHX
TEIUIOKpOBHUX TBapuH [4. 5. 6, 7]. Jleranbni no3u xynwrypu Brevibacterium flavum
IFBG MB-8 ne nocsrayTi i nepeBumyroTh: JIMIso per os > 12,0 Ta JIMs yu > 2.0 Mapa.
Kiitnn/mumy. Tlo BincyTHOCTI BipysleHTHOCTI i iHBa3MBHOCTI MOJKHA BiZHECTH LITaM 10
1V xsacy neGesneku MiKpoOpraHismis: “MaoHeO€3NEUHNX, NPAKTUUHO 0€3 alepreHHol
Ta 3arajJbHOTOKCUYHOT 1ii”’[3, 6].

JloCIiUKeHHs POBeJeH] /Ul JICNOHYBAHHS KyIbTYPH SIK HEPBHHHA CaHITApPHO-
ririeniyHa  omiHKa ImTaMy ©0€3 BHBYEHHS pPIBHIB TOKCHYHOCTI, TOKCHICHHOCTI,
iMyHOTOKCHYHOCTI, INCOIOTHYHOT Ta XPOHIYHOT Jii.
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ДОДАТОК Б
Паспортизація штаму-продуценту лізину Brevibacterium sp. IMB B-7447
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IITaMy MiKpOOpraHisMy, SIKHH [epeacThes
B [lenosurapiit [ncruryty Mikpobiosorii i Bipyconorii HAH Vkpainu

Howmep B nenosurapii...... 7/?{5;; "7}'7/77

JIaTa HATXOMKEHHS....... 0 /1 273

. Buaosa naspa kyabTypu: Brevibacterium sp.

. Homep Ta na3pa mramy: Brevibacterium sp. IFBG AMR.

. PojoBia wiramy: mram OTpUMaHO METOOM HampaBieHoro YO MyTareHesy mramy
Brevibacterium sp. 3 «Konexnil mTamiB Mikpoopranismis Ta niHiit pocruH s
XapyoBoi i cinbepkorocnomaperkoi GiotexHomoriiy  JIY  «lHctTyT XapuoBoi
6Giorexnosorii Ta renomiku HAH Vkpairuy (IXBI).

. Croci6 onepsanns mramy: V@ MyrareHes Ta CTyMiHYacTa CeleKiis mramy
Brevibacterium sp.

. Inentudikanis mramy: Gynma nposenena Augpisu I.C., 3a6onotHoto I'M. B JTY
«IneruryT xap4oBoi GiotexHomnorii Ta renomiku HAH Vkpainuy» (IXBI).

. KyaeTypanbno-mopdooriuni _Ta_dizionoro-6ioximiuni _ocobamBocti mramy:
KIiTHHY Ticnis 24 romuH pocty Ha MITA36. — OBAIBHi, 4acTO pO3TAIIOBAHI Mix
KyTOM INanu4KoBHAHI po3mipom 0,6-2,0x0,2-1,0 MKM, HepyXoMi, acopoTeHHi, rpam
TIO3WTHBHI, KaTana3omo3uTuBHi. [laNMYKOBUMAHI KITHHM 3 YacoM MOKYTh
BKOPOYYBATHCS JI0 KOKOBHIHHX.

Tpu pocti Ha MITA36. 3a Temneparypu 31=1°C yepe3 3-4 106U yTBOPIOIOTH
KOBTI, Kpyryi, GmucKkydi, MacHsHHCTI KONOHIi Aiametpom 3-4 MM, TirMeHT y
CepeIoBHILE He BUAUIIOTE. [ToBepXHs KONOHiH rianeHbKa, GopMa BUILYKIa, Kpaif
piBHUI, CTPYKTypa OmHOpinHa, y BOAi HaloTh PiBHOMIpHY cycmensito. ITpu mociBi
LITPUXOM Ha cepesioBHii MITA36. yepes 2 06u picT MoMipHHii, Kpaii raneHbKuit,
TIOBEPXHS MaTOBa, 3a0apB/ICHHS KOBTYBaTO-KPEMOBE.

Aepob. I'ereporpod. [list pocTy Ha MiHIMANTEHOMY CepeOBHII Mae MOTpeGy y
GioTuHi; Tiamini, L — neHuuHi.

Kenatnny He pospimkye. 3acBoroe azor y ¢opmi aMoHiiiHux comeif Ta
CEYOBHHH, HE 3aCBOIOE HITPATHUIT a30T.

Crilikuit 1o ananory nisuny S-(2-amiHoetwn)-L-uucreiny.






[image: image55.jpg]AKTHBHO acHMiIOoe caxapo3y. ACHMiNIOE TiIOKo3y, (pykTosy, manbTosy. He
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Picr BinbyBaetbcst B AiamasoHi Temmepatyp Bim 24 mo 42°C, ONTHMAIBHOI €
Temnepatypa 31+1°C.

Picr BinGyaeTses Ha cepenosuiax 3 pH Bizx 6,0 10 8,0, ONTHMATBHIM 3HAYEHHSM
€ pH Bix 6,8 10 7,2.

Ha  ocHoBi  KymbTypameHO-mopdosoriunux — Ta  disionoro-Gioximiunux
OCO6J'IHBOC}‘€I71 wraMy KynbTypa Oyna inentndikoBama sik Brevibacterium sp. (3a
«Kpartknm - onpenenmntenem Gakrepuit Bepwku» M. Mup, 1980) Ta migreepmxeno
METOJIOM CeKBeHyBaHHs 3a reHoM 16S pPHK.

7. Lany3b BHKODHCTAHHS INTAMY: NPOAYLEHT L-Ti3nny.

8. IIpoayKTH, HI0 CHHTE3VIOThCS INTAMOM: aMiHOKHCIIOTH acrapTaTHOI POJWHH.

9. AKTHBHICTL WITAMy: BU3HA4a€ThCs 3a NPOAYKYBAHHSAM ILiJTBOBOI aMiHOKHCIOTH;
BH3HAYAETBCA 32 JOTIOMOTOK aMiHOKHCIOTHOTO aHamizaTopa y KyJbTypajibHiit
pimuni micnst 3-4 1i6 KyTBTHBYBAHHS B yMOBaXx aepartii Ha MEJIISICOBOMY CepeIOBHIL
3a TeMIepatypH 3 1£1°C.

10. ToBrocrpokoe 36epiraHHs mTamy: mTaM MO)ke 30epiraTvcsi Ha CKOLICHiH
TTOBEPXHI M'SCO-IIENITOHHOTO arapy 3a Temmnepatypu +4°C npotsirom miBpOKy a0 5K
niodinizoBanmii Marepiai.

11.Cnoci6, ymMoBH Ta cKJIaJ cepeJOBHINA IS KYJLTHBYBAHHS IITAMY: IITAM
KyJIbTUBYETHCSI 32 TEMIIEpaTypH 31£1°C B yMoBax aepalii Ha MessicoBOMY
CepeIoBHUII 3 10aBaHHM GiOTHHY Ta JeHiuHy.

12.BixomocTi npo naroreHHicTs

13.I'eneTnyni_oco6mmMBocTi mTamy: mTaM reHeTHYHO He Mopudikopamuit. Ilram
aykcoTpopuuii 3a netiummom. Criiikuit 10 S-(2-aminoerwn)-L-mmcreiny. Mae
UyTIMBICTh 0 GeH3WINeHiUWTiHy, aMIiMINiHY, TeTPaUMKIiHY, KaHAMiIWHY,
CTPENTOMILUHY, XTOpaM(eHiKoTy, a3UTPOMILIHY, TeHTaMilHY, IHQpaHy.

14.IlpnynHa 1eNOHYBAHHS: [TATEHTYBAHHS.

15.Bigomocri npo_aenosutopa: IV «IHCTUTYT XapyoBoi GiOTEXHONOTI] Ta reHOMiKK
HAH Vkpainn» (IXBI'); Auapism I'.C., 3a6onorsa .M., Illy;isra C.M.,
ByJ1. Ocunoscekoro, 2a, . Kuis, 04123, Ykpaina.
E-mail: Shulga5@i.ua, Ten. +38 (044) 434-45-77.

23 Bepecns 2013 p. 3aB. BiainoM mpomucioBoi

Ta Xap4oBoi GioTexHoMOrIT
P

> /, Iynsra C.M.
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Komy sunano: IV «IHCTHTYT XapuoBoi Giotexuomorii Ta remomixuy HAH Ykpaiau.
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04124.m. Kuiis. Byn. Ocumosebkoro, 2a. ABropu: Aupism A.C,
nosHa aseéa opzanizayii-denosumopa ma ix adpeca

3a6onorna I'.M.. lllynera C.M.

IuM minTBepIKyeThes, MO ImTaM MiKpoopranizmy:

(nasea i nosnauenns

Brevibacterium sp. IFBG AMR

(Homep, cumeon mowo), nadare wmanmy MIKpOOp2aHizMy denosumopom)

TIEPBICHO JIEIOHOBaHUi B:

Jenosurapii IncraryTty mikpo6iosorii i Bipycosorii HAH Vkpainn
(noswa Hassa [enosumapito )

Peectpaniitnuit Homep, Hanauwit mTamy Mikpooprauismy Jlenosurapiem:

Brevibacterium sp. IMB B-7447

CynpoBoKyBaba IOKyMEHTALIA Bifl JenosuTopa oflepyaHa:

TNacropr, 3aKIOYeHHs 010 I0CIiIKeH S Bipy/IeHTHOCT] mTaMy, gorosip Ne91-201 3
(nacnopm, 0osioka npo nenamozennicme)

JlaTa mepBicHOro AenoHyBaHHs: 29 aucronana 2013 poky
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BAKJUIYEHH S
32 pe3y/IbTaTaMH J0CIiI>KeHHsI 1aTOreHHUX BJACTHBOCTEi
wramy Brevibacterium sp. IFBG AMR

Iram Brevibacterium sp. IFBG AMR wanaro ans Bunpo6ysans 1Y «IHCTHTYT
XapuoBoi GioTexHoorii Ta renomixim» HAH Vkpaiun srizHo yroaum Ne 91-2013.

PiBeHb MaTOreHHOCTi IPOMUCITIOBOTO MiKpOOpraHi3My GasyeThest Ha BCTAHOBIICHH
Y TOCTpHX, CyOXpOHIYHHX Ta XDOHIUHHX NOCTHiZax Ha PI3HMX BHIAX TBapuH psty
TOKCHKO-TITi€HIYHUX  MOKA3HHKIB: BipYJIEHTHOCTI, ~TOKCHYHOCTI, TOKCHI€HHOCTI,
IMYHOTOKCHUHOCT] (anieprenHocti), mucGioTHunoi mii Ta im. [1, 2, 3]. 3 meror0
ACTIOHYBAHHS! IPOBOJMIIN NIEPBHHHY CaHITAPHO-TirieHiuHy OLIHKy ZAHOTO mTaMy, a came
JIOCTiUKYBaTH y TOCTPHX AOCTiAaX OJMH i3 MOKA3HUKIB MAaTOTEHHOCTI — BipYJIEHTHICTh
AKTHBHUX JKUTTE3IATHUX KIITUH Ha Mozesi Ginux muweii [4, 5, 6, 7]. 11[o6 TiaTBepauTH
BiAcyTHicTh natoremnoi nii Brevibacterium sp. IFBG AMR wa TEMIOKPOBHi
1abopaTopHi  TBapHHM OpanM S JOCHiUKEHb  KIITHHH Yy BUIAAI  3aBHCI Y
bisionoriuromy pozuuni.

TlepeBipky naToreHHHX BlacTHBOCTEH INTaMy BHKOHAHO 3 BUKOPHCTAHHAM
71a00pAaTOPHUX CTATEBO3PLMNX Ge3MopomHuX 6imnx Mumeli Barow 2042 I MUIIXOM
BBEJCHHA 3aBMCI KIiTHH y disionoriunomy posummi mepopanbHO 4epe3 30HA Ta
BHYTpIlIHBOYEPEBHO B iH'exmisx. Harnsg sa TBapuHaMH, sKi Oynu mporsrom 15 ni6
/IaNTOBAHI 10 YMOB yTPUMAHHS, POBOITH THC/s iH'€KLil OAEHHO nporaroM 14 ni6

[8].

BusHauanm  BipyNeHTHICTH cycnieHsii axkTMBHHMX KIiTHH, OTPHMAHHX MpH
KyJIbTHBYBAHHI IITaMy B aepoOHMX yYMOBAX MPOTATOM 24 rommH IIpY  Temmeparypi
28+1°C Ha MsconentonsoMy arapi  (MITA). Cycrnemsiio KmiTHe TOTyBaad Ha
CTEPHIBHOMY (i3i0NOriYHOMY PO3UMHI, KOHIIEHTPAIIO KIITHH BH3HAYANH 33 ONTHYHAM
Cranzaprom MyTHOCTI Nel0 TMICK 3 ypaxyBaHHAM NOTpaBKH Ha peasibHi PO3MipH KIITHH
(k=3) [9]. Kpurepiem aBipynentHOCTi CiryryBana BiZCYTHIiCT iH(eKUilHOI maTonorii Ta
saruGeni muwedt mporsirom 14 1i6. Kowtpomosamm Gisionoriunmii cram mumei Tta
noBefiikoBi peakuii. UYepes 14 xi6 micas 3aDOKEHHS 1 3aKiHYeHHS TepMiHy
CIIOCTEPEKEHE TBAPHH YOUBATH MCIIOKALICIO MMHHIX XPEOIiB Ta MPOBOIMIH POITHH i
MAaKPOCKOIIYHE J10CIIi/UKEHHS BHYTPIIHIX OPraHiB Ta BHCIBH iX 3pasKiB Ha SKUBHILHU
arap MIIA nns BuABICHHS peTpoKyaeTYp. IH(EKTHBHiCT (inBasuBHiCTE) wTaMy
BH3HAtaH 33 MOKIIMBUX NPUPOJIHAX ILISXiB MOCTYTIEHHS OCTAHHIX B OPraHisM, a came,
[0 CIPOMOKHOCTI KJIITMH TNPOHMKATH BCEpEMHY TKAHMH OpraHiB TBapuH micas
NePOpPAIbHOI 3aTPaBKH.




[image: image58.jpg]B nepiox cmocrepeskenns micis mepopanbHoi 3aTpaBKu y mosi  17x10°
KIITHH/MAIY BCi TBapHHM OyIu aKkTHBHEMHM, 10Gpe moizan KopM, (isionoriuni
BiANIPaB/IEHHA Y HUX HE [OPYIIyBAIUCh, TOBETIHKOBI peaKLii Gynu 3BUYAifHUMY, 3MiH 3
60Ky XYTPAHOTO TOKpOBY He momideHo (Tabuuust). KITiHi9HHX 03HAK TOKCHKO3y He
BiAMiueHo. Bysia BifcyTHs A0CTOBipHA pi3HMIS B Maci Tina gocTimHux i KOHTPOJIBHUX
TBAPHH, & TAaKOX B 3aralbHOMY CTaHi Ta MoBefiHIi. Menianni netanbhi n03m mpn
TIEPOPATEHOMY BBOXI KyNBTYpH NOCATHYTH He Baanocs: Jlsy per os >17 Miapa.
kitun/muury (TaGuus).

Ipu BHYTPilHBOYEPEBUHANX iH'EKLISX 3aCTOCOBYBAIM CYCIIEH3Ii y mo3ax 2,0x10°
KMBHX KIiTMH Gaxtepiif. [Ipu BBeJeHHi wMX 403 KITHH NpHUrHiYEHOro cTaHy i
3aXBOPIOBaHHS TBAapHH HE criocTepiranu. Meniauni jetanbhi He gocaruyTi: Jso 5y >2,0
wipa. Kritua/Muy (Ta6muns).

MikpoGionoriuni J0C/iKeHHs. BHYTPIMIHIX OpraHiB T0CHiTHUX TBapuH yepes 14
Ai0 micsis moyaTKy I0CiAY MOKa3aly, O NepopanbHe Ta BHYTPIilIHBOYEPEBHE BBEIEHHS
CycreHsii )KUBUX KIITUH KyJIbTypH y A0CITiIKEHNX KOHIEHTPALSX He CHIpUYHHAE iHBA3IT
Gaxrtepiif y BHyTpilUHi OpraHM TBapuH: He BHSBIEHi PETPOKY/IBTYpH y TediHumi Ta
HUpKax. Jlanmii WTaM HeiHBa3MBHMM, He AWCEMIHYE i HEe PO3MHOMKYETHCA B oprasismi
JOCTTi[DKEHNX TEIUIOKPOBHMX — GiTMX MUIax.

Otpumani pesynbTaTd CBiIYaTh NPO MPHHAIEKHICTH mramy g0 IV kmacy
HEOE3NEKN MIiKPOOPraHi3MiB: “MaloHeGe3NMeUHNX, MNpaKTHYHO Oe3 aJepreHHol Ta
3aralbHOTOKCHYHOT 1ii” [4, 6, 7], mwo migTBepmKYye BiACYTHICTH NIPE/ICTABHUKIB POy
Brevibacterium y nepeniky HeGesneuHux GioNOriHUX 06’ €KTIB, sIKi MOXKYTH indixysatu
JoAeH i TBApUH a60 GyTH VIS HUX TOKCHYHMMH 9H alepriqHAMM IMHEUKAMI 152,31

Tabmuus. PE3YJIBTATU JIOCJIDKEHHS BIPYJIEHTHOCTI
wtamy Brevibacterium sp. IFBG AMR *

Marepian Kine- Mnax | Kype Kinpkicts Mumeit
JUISL BBEJICHHS KicTh Joza BBe- | BBeJeH- |3axBo | 3aruH [Bwxu-
MuIIe JIEHHS HS -pino | yao 70
i
WTYK | MI | MIPA. ni6 mryK | mTyk | Mltyk
KITTHH
Cycrensis of 0.5 2,0 B/4 1 0 0 7
1-no60BuX KIiTHH 7 1,0 | 17,0 | peros 1 0 0 74
Kourpous:
@iziosoriunmit 7 0,5 0 B/u 1 0 0 7
PO3YMH i 1,0 0 per os 1 0 0 7

*TIpusimRa: &+ - GRympiunt0Yepear THeRyTT, Per 05 - G8e0eHAA 6 WAyHoK 3 OONGHGEZ0T 3GT0G.

Bei mMumi y Tomy wuciti | KOHTPOTBHI, SIKi 3ATHIMITHCH KUBHMH THCIIS 3aKiHUCHHS
TEPMiHY CTIOCTepEsKeHb, Gy.n BOUTI, MPOBEIEHO iX POSTHH i AOCTiTKEHHS BHYTpIllIHIX
opraHis. BixcyTHicTs indexuiiiHol matonorii i 03HaK ypakeHHs JOCTITHIX TBapuH Ha 14
100y OGymo miATBEpIKEHO mMpH MaKpOCKOIIYHOMY BHBYEHHI BHYTpIlIHiX OpraHis.
Pesynbrati po3tuHy nokasamm:
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v nereni B 06'emi He 36imbmeni, gomi jerko BiIOKPEMITIOIOTECS OJIHE BiXl OIHOTO,
MOBEPXHi I'TaJICHbKI, CTIA€K HE BiAMideHO;

v LUIYHOK, NeTJTi TOHKOTO i TOBCTOro KUINCYHHUKY 30BHI € 3BMYAiiHMMH, Ha pO3pisi
MAITIOHOK CITM30BOi HEe3MiHEHUIA;

V' NediHKa TEMHO-YEPBOHOTO KONBOPY, HOPMATBHOI ~KOHCHCTEHI, CepenHBOro
KPOBOHAIOBHEHHS, He 30iblleHa, MOBEpXHS IM1a/leHbKa;

v HHpKM 3BHUANHEX po3MipiB i opMH, moBepxHi rajeHsKi, Ha Po3pisi  uiTkwuii
MAaJOHOK KOPKOBOI i MO3KOBOI peuoBUHH;

V' cenesinka He 3GiNbINeHa, KOHCHCTEHLis Tyra, Ha po3pi3i mymbna moMipHO
TIOBHOKPOBHA i TEMHOT'O KOJBOPY.

Taxum unHoMm, mram Gakrepiii Brevibacterium sp. IFBG AMR srimmo
OTPHMAHMX PE3yJIbTaTiB y TOCTPHX JOCIiZaX Ha Ge3MOpOJHMX OLIMX MMmAx Ta
BUIOBITHUX ~ HOPMATHBHMX ~ MaTepialiB HaleXUTh 10 IpyIH aBipymeHTHUX
MIKpOOpraHisMiB He 3jaTHMX f0 iHBasii y BHYTpIlIHi  OpraHd J0CITiKeHHX
TEILIOKPOBHUX TBApHH [4, 5, 6, 7). Jleranshi 103u Kynstypu Brevibacterium sp. IFBG
AMR we nocsruyti i mepesmmtyiots: JIJIs per os > 17,0 Ta Jlso o > 2,0 murpm.
KiTiH/Muwy. TTo BiCyTHOCTI Bipy/EHTHOCTI i iHBA3MBHOCTI MOXHA BiTHECTH wITam 110
IV xnacy neGesneku MikpoopraHisMis: “ManoHeGe3neuHnx, MPaKTHIHO 6e3 ajiepreHHol
Ta 3aTalbHOTOKCUYHOT Ii1”[5, 6].

Jlocri/yKeHHs MpoBeeHi [UIs IENOHYBaHHA KyJIbTYpH SIK [IepBHHHA CaHiTapHO-
ririeHiYHa OLiHKa ITaMy 03 BHMBUEHHS DIBHIB TOKCHYHOCTI, TOKCHUT'€HHOCT,
IMYHOTOKCHYHOCTI, MCOIOTHYHOT Ta XpOHIYHOT Iii.
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Вирощування вихідної


культури на МПБ зб.


(18-24 год., Т= 31(1 °С)





УФ опромінення


чашок Петрі з суспензією


(t = 1 – 12 хв.)








Розподілення бактеріальної суспензії на чашки Петрі


(по 0,01 дм3)





Приготування бактеріальної суспензії (титр клітин 106 - 107) на стерильному фізіологічному розчині





Виявлення ауксотрофних мутантів


на МС + лейцин,


МС + гомосерин





Виявлення аналогорезистентних мутантів


на МС + АЕЦ або МС + НВ





Встановлення кількості життєздатних клітин у вихідній популяції та опромінених (МПА зб.)





Витримування опромінених зразків в темряві


(24 год., Т= 31(1 °С)
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