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Биосинтез глутаминовой кислоты - температура

Бактерии Brevibacterium flavum часто используют при микробиоло
гическом синтезе различных аминокислот, в данном случае и синтезе 
/-глутаминовой кислоты. Одним из недостатков бактерий данного рода 
является низкая температура |юста (30-32*). В процессе синтеза амино
кислот в ферментерах повышается температура, в результате чего прекраща
ются рост бактериальных клеток и синтез соответствующем аминокислоты. 
Следовательно, необходимы дополнительные энергозатраты иля снижения 
температуры процесса до 30-32* и поддержания ее в этих пределах.

В связи с этим очевидна практическая пслссообра шесть изучения 
условий ферментационного процесса, при которых бактсриальныс клетки 
будут способны синтезировать /.-глутаминовую кислоту при температуре 
37*.

Цель настоящей работы заключались в оптимизации условий 
ферментационного процесса и определении тех компонентов ни ппельной 
среды, которые обеспечивают микробиологический синтез / -глутаминовой 
кислоты на высоком у]ювнс при повышении температуры процесса до 37 '.

Материал и методика. И/пользовали культуру Цгех ibaderium Jlavum НИ IHA-39, 
выделенную в Армении |1), кагор.՛ н условиях колбочной ферментации при 30* к течение 45ч 
синтезирует 49г/л глутамиловой кислоты. 1,2г/л аланина, 0,4г/л глицина. Культуру 
поддерживали на мясо-пептонном агаре (МПА).

Микробиологический синтез I. -глутаминовой кислот проводили в колбах -)р..геймепера 
объемом 250мл с 10мл среды на качалке при 240-260 об/мин Посевной материал выращивали 
и колбах Эрлснмсйсра на срезе следующего состава (%): сахароза 3,0; (NTIJ.SO, -1.5: КН.IX), 
- 0.1; MuSO. - 0,001. MgSO, - 0.1; FeSO, - 0,001: мел 3.0

В процессе работы определяли глутаминовую кислоту методом бумажной хромаклуафин 
в фенольной системе [2]

Урожай бактерий пире делили турболн метрически на ФЭК М Сухой вес биомассы 
устанавливали по стандартной кривой.

В предварительных опытах биосинтез глутаминовой кислоты проводили на 
ферментационной среде следующего состава (*>) сахар - 10.0: < NH.I.SO. \ - К11. 1*0 0.1.
К.НРО, - 0.1; MgSO, 0.1, MnSO4-0,001: FeSO - 0.001. меч З.о/дсспнЮнотии 2мкг/л: 

тиамин - бООмкг/л; pH 8 |3].

Результаты и обсуждение. Для более эффективного фтермен гацион- 
ного процесса важное значение имеет продолжительность культивирования 
посевного материала.
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В табл.1 приведены результаты опытов, в которых исследова 
влияние возраста посевного материала на продолжительность (|>ермснта 
и концентрацию глутаминовой кислоты в культуральной жидкости.

Таблица 1. Влияние возраста посевной» материала па продолжительность 
ферме։ станин и концентрацию глутаминовой кислоты

Возраст посевного 11(Х1л6лжйтсльн6ст|. 1 луга миновал
материала, ч ферментации. ч кислота. г/л

8 ~60 ֊

12 48 48-50

16 48 48-50

20 50 40-42

24 54 40-42

Как видно, при продолжительности культивирования посевного 
материала от 12 до 16ч время ферментации составляет 48ч и выходок՛ 
। лугами ново։ ։ кислоты 48-50։/л.

Температурный режим играет важную роль как в процесса росп| 
бактериальных клеток, гак и в процессе биосинтеза. В табл.2 приведен։։ 
значения оптимальной температуры биосинтеза глутаминовой кислотыД

Из приведенных данных видно, что штамм НИТИЛ-39 пр։՛ 
температуре 30 32’ обладает наибольшей активностью и в наиболее королей; 
сроки достигает стационарно։։ фазы роста (16ч). При температуре 34-37*] 
стационарная фа за роста достигается через 22-24ч. При 37’ наблюдается 
снижение активности штамма, возможно, из-за увеличения щюдолжитсль- ■ 
г гости достижения стационарной фазы роста. По пому в дальнейшем 
ферментационные п|юцсссы проводили вначале при 30*. а через 16ч-при 
37*.

различных температурных режимах
Таблица 2. Физиологические показатели штамма-продуцента НИ ГИЛ-39 пря

IcMiiepajypn.
•с

Продолжительность 
фермептапии, ч

Время |«члнже 
։шя стационарной 

фазы роста, ч

1 я узам ютовая 
кислота, г/л

24 96 40 0

26 80 зи 10
28 О0 18 20

30 48 Ю 43

32 48 16 49
55 22 251_______ £_______

__________ £___________ 24 15 j

В ходе исследований было замечено, что в процессах, проходя 
при 37е, при повышении концентрации сахара в фсрмс։пацпонной С| 
выход глутаминовой кислоты резко уменьшается. В табл.З привел 
.чанные о влиянии кинцси։ ранни сахара на продолжительность ферменй 
и биосинтез глутаминовой кислоты.
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Таблица 3. Влияние концентрации сахара на продолжительность ферментации и 
выход глутаминовой кислоты

Сахар. % 11родатжкгслы։6стъ 
ферментации. ч

Гнута м и нпнл я 
кислота. г/.ч

6 40 30

8 44 44

10 47 »

L__ Н__ 50 33

Видно, что наиболее онп։мх'1Ы1ой кониснчраиией сахара является 
8% как с точки зрения активности штамма, так и п|юдолжительности 
ферментационного процесса.

Поскольку биотин играет важную роль как в процессах роста бакте
риальных клеток В. /1а\-ит . так и в синтезе глутаминовой кислоты, даль
нейшую работу по оптимизации ферментационной среды для процессов, 
проходящих при 37й, проводили с испОлъзопанисм различных микродобавок 
лсстиобиотина (табл.4).
Таблица 4. Влияние концентрации дестнобиотмна на коииситрлнню глутаминовой 

кислоты в культуральной жидкости*

Дсстиобпочин, мча Глутаминовая кислота . ч/.ч
4>
4

6

X
10

44
47
49
24

15

• Концентрация сахара н «)>ермсшанионной среде Х1У. продолжите чч.цсстч. ферментации 
40 •։.

Из табл.4. видно, ч՜ т оптимальной концентрацией дестиобиотина 
является бмкг/л.

Варьирование концентрации ос г.иьных компонентов ферментацион
ной среды (азота, фос<|ю|Х1. магния, тиамина) не приводит к заметным 
изменениям параметров процессов, протекающих при 37\ пр сравнению 
с таковыми при 30е.

На основании полученных результатов была составлена 
ферментш1ИЙНпая Среда биосинтеза глутаминовой кислоты при 37е (%): 
сахар - 8,0; (NHJ;SO. 5,5; КП.РО. -0.1'; К.НРО; -0.1. MgSO. -0.1: MiiSO, 
-0,001; FeSO - 0.001; мел - 5,6; дестиобиотин - бмкг/л; тиамин - бмкг/л.

Длительность процесса ферментации 40ч при температуре 37“, выход 
глутаминовой кислоты - 49г/л. коэффициент конверсии по сахару - 61%.
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ЦИК РИК - противоопухолевые препараты

Терапевтический эффект большинства противоопухолевых препа
ратов связан с подавлением ими различных навои обмена нукле-иновых 
кислот (НК) и прежде всего в опухолевых клетках |1-3|. В отличие от 
алкилирующих препаратов, которые непосредственно взаимодействуют с 
НК |1,4|, инти метаболиты (5 фторурапил, метотрексат) нарушают их 
функционирование, когда в результате воздействия препарата природный 
компонент цепи ДНК или РНК заменяется модифицированным |5,6|.

Исходя из вышеизложенного, в настоящей работе были изучены 
количественные сдвиги ДНК и РНК в печени здоровых и оп уход сносящих 
животных и в самой опухоли саркомы 45 ( С-45 ) до и после воздействия 
5-фторурацила. метотрексата и гормона дексаметазона при раздельном и 
сочетанном применении.

Материал и методика Опыты провелеик пл бе п;х беспородных крысах - самцах несом 
1(10-121) I. Декса метазон. 5-ф1орх ранит и мсгогрсксат как в силеамнкти, так и при сочетанном 
применении пио гити внутрибрхипинно но .метолу. описанному в работах (2,3)

Результаты и обсуждение. Количественное содержа!те ДН К и РНК 
в опухолевой ткани, а также в печени здоровых крыс и крыс с С-45 до и 
после внутибрюшинного применения исследуемых препаратов приведено 
в таблице.

Различия между образцами 11К здоровых животных и с транспланти
рованной С-45 обнаруживаются по их количественному содержанию в 
печени. У последних содержание НК несколько повышено. В само։։ же 
опухоли отмечено довольно высокое содержание как ДЫК (3.4510.06), 
так и РНК (6.88+0,05). Под влиянием изучаемых препаратов содержание 
НК в печени крыс с С-45 значительно уменьшается. Тот же эффект 
наблюдается и в опухолевой ткани, где под влиянием химиопрспаратов, 
особенно дексаметазона, значительно уменьшается содержание как ДНК, 
гак и РНК.
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