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Коринеформныс бактерии - фширеш iein iii.ic мутанты - нигиц

Микробиологическое производство с использованием 
окоактмвпыхбактериальных штаммов ֊ продуцентпв является одним 

ш основных способов крупнотоннажного получения незаменимой 
аминокислоты - лизина, широко применяемого в сельском хозяйстве.
медицине, пищевой промышленности

На заводах ио производечву лизина в странах СНГ используются 
коринефор.мныс нтгаммы • продуценты (.\>гупсФас(спит рИпат/сит, 
Пге\Ц)ас։епит Пигшп. Вгех П)ас1епит 1ис1оТегтсп1ит.

Известно. чго чувствительность коринеформных бактерий к 
бактериофагам может явиться причиной фнголизиса бактериальных 
клеток в процессе ферментации. Фаголизис при производстве 
аминокислот впервые был отмечен в Японии при получении 
глутаминовой кислоты с использованием штамма // laclofei'inenlum 15 1 
В странах СНГ при производстве лизина и использованием штаммов 
C.ghitamicum, И.Пахит. B.Iactofcrmentuiii также обнаруживались 
фнгоянзнсные операции

Во всех исследованных случаях фаголизиса наблюдалось 
замедлений процесса биосинтеза, снижение пира клеток и выхода 
продукта, а при сильном фаговом заражении - полный лизис 
бактериальных клеток на протяжении логарифмической фазы роста. В 
начальном периоде ферментационные процессы, зараженные фагом, 
мракк-ризуются также замедлением потребления сахара, изменениями 
pH и т.д. [3].

Существуют различные способы борьбы с фаголизисом на 
мнкробйологическом производстве: предотвращение фагового 
заражения извне; использование химических агентов, препятствующих 
размножению фаг а ]4,6.7| Однако наиболее раенрос граненным методом 
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борьбы с фаголизисом в настоящее время является получение ппаммов- 
продуцентов, устойчивых к бактериофагам.

Нами получена и изучена коллекция фагорсзистентпых (ФГ| 
мутантов, не уступающих по лизипсинтсзирующсй активной» 
роди тульскому штамму - продуценту' В. 1ас1оГ<зппеп1шп НИТИА-88.

Матерная н метрика. Испатьтошсш бакчериальпый штамм - продуцевг, 
шзшш НИТИА-88 |2]. бактериофаги /?. 1ас1о1ет։еи(ит В1,А I. В1.А 2. ВЦ.1 

(настоящая работа)
Среды. Мясо-пшпонный бульон (МПБ). мясо-пептонный агар (МЛА). пе 

.пар -1.2% и 0,7% Ферментационная среда следующего состава: меЛнссп-12.5% 
(ио РВ). сернокислый гидролизат ианрина-1.5% (по сухому несу паприпп), миы 
2%. pH среды-7,2-7.4.

Титрование фага. клонирование из отдельных негативных колонии ли 
биологической очистки фага, получение фага в высоком ппре проводит по 
меккдам, описанным Адамсом 111,

Лнзипспнтезпруюшую активность определяли с.тедуюлшм образом I ч) 
сушиной кулыуры вносили в 500 мл колбы Эрлепмейера. содержащие 15 чч 
ферментационной среды, и инкубировали на качалках со скоростью нрапичнл՝ 
220-240 об. мин. при 1емпсра|урс >(г в течение 72 часов. Количество лизина > 
культуральной жидкости (КЖ) определяли методом бумажной хроматографии.

Результаты и обсуждение. За время использований 
высокоактивного штамма - продуцента лизина В.1ас1о1'еппвп1ит 
НИТИА-88 на Чаренцаванском ОПЗ "Лизин' было выделено 3. фага 
(РЛ.А I. ВЬА 2, ВЬА 3). лизирующие культуру клеток.

Для получения ФР- мутантов смесь бактериальной и фапшо! 
культур высевали па чашки с МИД.

Тичр фаговых частиц в смеси составлял 1-510', в го время к.1.»; 
птчр бактериальной суспензии нс превышал 1-5-10՝. Использован», 
разбавленной бактериальной суспензии было обусловлено необычайно, 
высокой частотой возникновения сноптайных ФР-мугантов. 'Гак, часики 
возникновения сноп ганпых ФР-мутантов к фагам В1.А I. В1.А 2, ВЦ А 3 
соответственно составляла 410 \ 2 I О՜1 и 510՜'.

ФР-мутапты отбирали после двухкратной проверки па 
устойчивоеп» nyiv.Ni нанесения фага в ппре примерно 10° ф.ч. мни 
газон испытуемой культуры. Мучангы. устойчивые ко всем греи 
выделенным фагам, отбирали поэтапно. Схема получения этих муг.пгпи!՛ 
приведена ниже.

На каждом из этанов отбора но 80-100 ФР-мугантов проверяли 1И 
продуктивность по лизину методом ферментации. При этом было 
обнаружено, что лишь 10-12% ФР-мутантов сохраняют активное^ 
родительского пггамма, у остальных мутантов отмечается значи1и.п.|нх 
снижение продуктивности по лизину. Возможно, это связано с чем. чго.
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фагоустойчивостъ, появляющаяся иследсгвие некой мутации, может бьгп. 
обусловлена различными изменениями в клеточной стопке, что в свою 
очередь может паруптип.транспорт конечного синтезируемого продукт

На каждом из последующих ляпов отбора в качестве исходной 
культуры использовали один из ФР-мутантов. отобранных па 
предыдущем лапе, не уступающий но продуктивноетн исходному 
инам му Таким образом, было отселскпнонировано Я ФР-мугантов 
Н.1;1с1о1сппсп1ит НИТИА-88, устойчивых ко всем трем выделенным

Штамм 5 1аск>/ёппептт НИТ ПЛ-88

отбор спонтанных мутантов, 
устойчивых к фагу ВЕА I. и выбор 
вариантов с наибольшей 
лизинсйнгс'зируютпсй

. способное։ ыо

Высокоактивный ВкА I ■ мутант
отбор спонтанных мутантов, 
устойчивых к фжу В1.А >. и выбор 
вариантов с наибольшей
։и ликинюдаруилией 

способностью

Высокоактивный мушит. устойчивый
:< фагам ВкА I и ВкА 2

отбор спонтанных мутантов, 
устойчив։ •:< к флгу ВкА ՝, и выбор 
Вариантов с напбо зыпей 
нтятштролуктюуюшей

способностью

Мутанты Н 1ас1ор>гп։М1ит НII ГИ А- -88 
с . । и зинс в н тез । ։ ру кш ։ёт՜ । активы н՝т ью 

родительского штамма, устойчивые к фагам
В 1аеп>/егтеп1чп} ВкА 1. В кА 2, В1.А 3

Схема селекции фагорезиетеитиых му։ ан гон В. 1аё1о/еппеп(шп ПИ ГПА-88

фагам и синтезирующих лизин на уровне родительского шгамма

Далее была исследована стщсобносп. этих мутантов расти и 
продуцировать лизни как в присутствии лизатов огделытых фагов, так и 
их комбинаций. 11ри проведении ферментации в колбы одновременно с 
посевным маториалом вносили лизат фага в титре нс менее 10х В копне 
фермстггации нефелометрически определяли оптическую плотность(()11) 
КЖ. выход лизина и титр фагов ( табл I и 2)
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Из габлин видно, чти при одновременном культивировании му шита 
N 1 с фагами пир последних заметно снижается, что свидстельстнуег о 
неадсорбционной природе фагорсзистсптности муганта. При проверке 
муганта N 3 существенного снижения титра фага нс обнаруживается 
Как показали результаты исследовании, у 3 из 8 проверенных ФР-

Габлица I. Выход лизина, рост культуры и гитр фага при ферментации 
пггамма В.1ас1о/егтешит НИ ТИА-88 и ФР-мутантов в присутствии 

фагов ВЕЛ 1, ВЕЛ 2 иВЕ-АЗ.
Канальный imp Штаммы

ф.|ЦН1 и ||>срчС1Г :։ Ь'. in ctojermeKium ФРмггапт N 1 ФР мупнп N3
iшовной среде нитил-ss

ЯИИП1, Oli ГИТр личин. ОН тигр лиши Oli г.пр
r/л КЖ фига г/л кж ({•ига г/л КЖ фага

Без фага 60 0.7 - 60 0.72 •i’ 59 0.71
BLA 1 (4104 0,5 (1.22 МО” 58 0,71 10' ь| ■ 73 7-10՝
HLA 2(3404 0.5 0,23 НО” 60 0.74 10' 58 0.7 1-10*
BL\3(4 104 0.5 0,31 2-10' 59 0.71 |0‘ b0 0.73 1 иг

мутантов фа го резистентность имеет неадсорбционную природу, в 
Таблица 2. Выход лизина, рост культуры и гитр фага при ферментации 
штамма В.lactofermentum и ФР-мутантов к ирису теткин комбинации 

фагов.
Н.тч.< :ьныи1игр Штаммы

фагов л фермента- Bitacttftmentum <J>F •мхтгпп N1 ФР MViaui
i (ионной срезе НИТЙА-88

.пики, Oil титр (НЛП с on ппр ПНИН. Oil 1 итр
г/л кж фага I/.I К Ж (|«нл 1 Г/Л КЖ <|uia

l>e:i i|>;h:i 58 0.72 • 01 0.74 59 U.7
Комбинация фагов

BIA 1. BLA3
(по 310') 0.5 0,24 3.10" 60 0.71 ’•Г- 61 072 НО'

Комбинация фагоь
BLA 1. BLA 2

и BI.A 3 (по 3104 0.5 0,21 2 10" 60 0.73 10՜ 60 0.73 1 10’

остальных 5 случаях устойчивость к фагам- следствие нарушения
адсорбции.

Одним из основных путей интенсификации процесса производства 
лизина является переход от периодического способа производства лизина 
к непрерывному, В случае адсорбционного механизма устойчивости 
штаммов к фагам фаговые частицы, попадающие в аппарат, не 
адсорбируются па поверхности бактериальной клетки. а сохраняются в 
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аппаратах в виде дискретных. потенциально актавных «фаговых частиц 
Поскольку при непрерывных процессах биосинтеза происходи'! 
накопление в среде различных мутантов культивируемого ппамма- 
продуцеита. в том числе и фаго чувствительных мутантов, 
сохраняющиеся в аппаратах фаговые частицы. начиная размножаться 
за счет фа։ очувспинольных клеток. могут привести к лизису культуры, 
а тем самым- к снижению выхода целевого продукта и вынужденной 
остановке непрерывного процесса. При использовании же 
фагоустойчивого штаммах? исадсорбпиоипым механизмом устойчивости 
попадающие в аппарат в процессе культивирования штамма фаговые 
частицы будут необратимо адсорбироваться и нсйтрализовываться 
клетками культуры продуцента. Такой тип устойчивости к фагам может 
бьпъ связан с нарушением любой» из этапов внутриклеточного развитая 
фап>в. Одной из причин, вызывающих подобного рода на рушения, могуч 
быть мугапии. препятствующие образованию метаболитов, необходимых 
для развития фага.

Изложенные результаты позволяют гаключигь, что полученные 
высокоактивные продуценты лизина с пеадсорбцнонпой природой 
устойчивости будут иметь приоритетную значимость при непрерывном 
способе производства лизина, так как использование их повысит степень 
защищен пости процесса (ферментации от фаголизиса.
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