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Методом химического мутагенеза получены ауксотрофные по 
пролину, гистидину, изолейцину, валину и аргинину  мутанты штаммов 
дикого типа Brevibacterium flavum ATCC 14067 и Corynebacterium 
glutamicum ATCC 13032. Отобраны тест-культуры для сравнительной 
оценки штаммов-продуцентов по активности синтеза аминокислот 
микробиологическим способом. 

Отработаны условия совместного культивирования штаммов-продуцен-
тов и тест-культур. Показана целесообразность использования полученных 
тест-культур для эффективности селекции, направленной на повышение 
активности штаммов-продуцентов аминокислот. 

 
Brevibacterium flavum ATCC 14067 и Corynebacterium glutamicum ATCC 

13032 վայրի տիպի շտամների մոտ քիմիական մուտագենեզի ճանապարհով 
ստացվել են ըստ պրոլինի, հիստիդինի, իզոլեյցինի, վալինի  և արգինինի 
աուքսոտրոֆ մուտանտներ, որոնցից ընտրվել են թեստ-կուլտուրաներ 
մանրէաբանական եղանակով ամինաթթուների շտամ-արտադրիչների 
ակտի-վության համեմատական գնահատման  համար:  

Մշակվել են շտամ-արտադրիչների և թեստ-կուլտուրաների համատեղ 
կուլտիվացման պայմանները: Ցույց է տրվել ամինաթթուների բարձր ակտի-
վությամբ շտամ-արտադրիչների էֆեկտիվ սելեկցիայի համար թեստ-կուլտու-
րաների օգտագործման նպատակահարմարությունը: 

 
Auxotroph mutants of wild type Brevibacterium flavum ATCC 14067 

and Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, which require proline, 
histidine, isoleucine, valine or arginine have been isolated by chemical muta-
genesis. The test-cultures for microbiological testing of amino-acid strain-
producers activity were selected.  

The joint cultivation conditions of strain-producers and test-cultures have been 
developed. Test-cultures were demonstrated to be expedient for effective selection 
aimed to increase the activity of amino acid strain-producers.  
 

Штамм-продуцент  -  аминокислоты  -  тест-культуры 
 
Производство аминокислот играет очень важную роль в мировой 

индустрии из-за огромного спроса на них [6, 12]. В ближайшие годы 
ожидается дальнейший рост уровня их потребления [3, 5-7, 10], поэтому 
разработка новых производственных процессов, способных  удовлетворить  
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спрос на нужные аминокислоты, является актуальной. Непрекращающиеся 
в этом направлении усилия разных исследовательских групп направлены 
прежде всего на решение задачи интенсификации микробиологических 
технологий производства аминокислот, что  в первую очередь означает 
конструирование высокоактивных штаммов-продуцентов с улучшенными 
технологическими показателями [2, 4, 8, 9, 11]. 

Получение и усовершенствование штаммов-продуцентов аминокис-
лот неизбежно требуют проверки большого количества мутантов. Как 
правило, эффективность селекции тем больше, чем больше объем 
материала, подвергаемого отбору. Между тем при “ручном отборе”, когда 
выделяются отдельные колонии и проверяются в колбочной ферментации 
на качалках, вероятность нахождения высокоактивных штаммов лимити-
руется количеством изучаемого материала. 

С этой точки зрения трудно переоценить значение для селекции 
микробиологического метода предварительной оценки активности штам-
мов-продуцентов аминокислот, позволяющего исключить заведомо не-
перспективные мутанты и, следовательно, сократить количество вариан-
тов, подлежащих окончательной проверке. 

Основная идея этого метода связана с явлением синтрофизма, когда 
при совместном высеве на минимальную среду вокруг колоний 
продуцентов образуются зоны роста микробов, нуждающихся в 
соответствующих аминокислотах. Величина зон находится в прямой 
зависимости от количества выделяемой аминокислоты. Колонии, образую-
щие наибольшие зоны, используются для дальнейшей проверки при 
помощи более трудоемких и вместе с тем более точных способов оценки – 
ферментацией в колбах и ферментерах. 

Для применения указанного метода в селекции штаммов-
продуцентов аминокислот  необходимым условием является наличие 
соответствующих тест-культур, ауксотрофных по интересующим амино-
кислотам. 

В настоящей статье обобщены результаты работ по получению тест-
культур,  использованных нами для селекции высокоактивных штаммов-
продуцентов пролина, гистидина, валина, аргинина и изолейцина. 

 
Материал и методика. В работе использованы бактериальные  штаммы: 

B. flavum ATCC 14067 и C. glutamicum ATCC 13032.  
Для выращивания культур в полноценных условиях использовали 

мясопептонный бульон (МПБ) и мясопептонный агар (МПА). В качестве 
минимальной среды использовали среду Гловера с добавками следующего 
состава, %: глюкоза - 0,8; NH4Cl - 0,5; NH4NO3 - 0,1; Na2SO4 - 0,2; K2HPO4 - 0,3;          
KH2PO4 - 0,1; MgSO4 · 7H2O - 0,05; FeSO4 · 7 H2O - 0,001; MnSO4 · 5H2O - 0,001; 
биотин-100 мкг/мл; тиамин-100 мкг/мл; рН - 7,0-7,5.  

Мутагенизацию культур 1-метил-3-нитро-1-нитрозогуанидином (НГ) и от-
бор ауксотрофных мутантов снятием реплик проводили по известным методикам 
[1] с некоторыми модификациями.  

Для определения гистидинсинтезирующей активности отобранных с 
помощью his- тест-культуры штаммов-продуцентов в условиях колбочной 
ферментации использовали полусинтетическую среду следующего состава, 
%:  сахар - 13,0;  (NН4)2SO4 -  5,0;  дрожжевой экстракт  -  1,5; мочевина - 0,2;         

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

105 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ТЕСТ-КУЛЬТУР ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АМИНОКИСЛОТ…  
 
MgSO4 · 7H2O - 0,1; KH2PO4 - 0,15; K2HPO4 - 0,05; Na2HPO4 - 0,05; MgSO4 - 0,1;           
CaCO3 - 4,0; рН - 7,6-7,8. Ферментационную среду (14 мл) заливали в колбы 
Эрленмейера емкостью 500 мл и добавляли 1мл посевного материала, выра-
щенного в МПБ с аэрацией в течение 24 ч. Культуры инкубировали на круговой 
качалке (220 об/мин)  при 300 в течение 70-72 ч. Концентрацию гистидина в куль-
туральной жидкости определяли методом тонкослойной хроматографии в системе 
аммиак-бутанол-этанол-ацетон-вода (2,5:2:2:4:1) или на аминокислотном ана-
лизаторе ААА Т339 (Чехия). Полученные результаты обрабатывали статисти-
чески, достоверность различий определяли  по критерию Стúюдента. 

 
Результаты и обсуждение. В качестве исходных культур  для 

получения ауксотрофных мутантов использовали штаммы дикого типа     
Br. flavum 14067 и C. glutamicum 13032. Выбор этих штаммов связан с тем, 
что они не содержат мутаций ауксотрофности по каким-либо амино-
кислотам. В противном случае при микробиологическом тестировании 
добавление в минимальную среду дополнительных аминокислот, необхо-
димых для удовлетворения ростовых потребностей тест-культуры, может 
оказать нежелательное влияние на процесс биосинтеза целевой амино-
кислоты и исказить картину “кормежки” на чашке. Кроме того, и исходные 
штаммы, и исследуемые штаммы-продуценты аминокислот относятся к 
группе коринеформных бактерий и одинаково хорошо растут на одних и 
тех же минимальных средах и температурах, что особенно важно для их 
совместного культивирования.  

Ауксотрофные по аминокислотам  мутанты были получены под 
действием НГ. Обработку клеток в логарифмической фазе роста проводили 
в растворе ацетатного буфера (pH 5,б) с концентрацией мутагена            
300 мкг/мл в течение 30 мин. После мутагенизации отмытые от мутагена 
культуры подращивали в МПБ для избавления от мутационных 
гетерозигот и фенотипического проявления индуцированных мутаций. 
Затем клетки осаждали центрифугированием и ресуспендировали в 
минимальной среде. После непродолжительного инкубирования с целью 
активации прототрофных клеток и “истощения” ауксотрофных мутантов 
культуры в течение 4 ч обрабатывали пенициллином (1000 мкг/мл), 
который, убивая делящиеся прототрофные клетки, обогащает популяцию 
ауксотрофными мутантами. Для отбора ауксотрофных мутантов  культуры 
из соответствующих разведений высевали на чашки с минимальным 
агаром, содержащим интересующую нас аминокислоту, и инкубировали 
при 300 для получения отдельных колоний. Через 3-5 сут суспензии 
выросших колоний с помощью репликатора наносили на минимальную 
среду без и с добавлением целевой аминокислоты и инкубировали 2-3 сут. 
Мутанты, отобранные по отсутствию роста на среде без добавки, пересе-
вали на МПБ истощением штрихов до отдельных колоний, которые  
повторно проверяли на ауксотрофность.       

Результаты опытов по мутагенизации культур и отбору ауксо-
трофных мутантов приведены в табл.1.  
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Таблица 1. Получение ауксотрофных по аминокислотам 
мутантов под действием  нитрозогуанидина 

           
Титр,  
кл./мл Ауксо-

троф-
ность 

Исходный 
штамм до НГ 

 х 108 
после 
НГ  
х 108 

Выжи-
вае-
мость, 

% 

Количество 
проверенных 

клеток 
х 103 

Коли-
чество 

мутантов 

pro- Br. flavum 
14067  3.6 1.6 44.4 1.0 8 

his- “ – “ 4.0 2.2 55.0 0.98 10 

val-,ile- “ – “ 3.4 2.1 61.8 4.3 2 

arg- C. glutami-
cum 13032 2.8 1.8 64.3 0.93 14 

ile- “ – “ 3.8 2.1 55.2 5.7 3 
 

Из табл. 1 видно, что в разных экспериментах было выделено всего  
37 ауксотрофов, в том числе: pro- - 8, his- - 10, val-,ile- - 2, arg- - 14, ile- - 3. 

Основным  требованием, предъявляемым к тест-культурам, является 
низкая частота реверсии к исходному генотипу, т.е. к прототрофности. 
Поэтому для окончательного отбора тест-культур были проведены 
эксперименты для определения частоты возникновения спонтанных 
ревертантов у всех полученных ауксотрофных мутантов. С этой целью 
выращенные в течение ночи культуры ауксотрофов были скон-
центрированы центрифугированием до титра 109 - 1011

  кл./мл и высеяны на 
минимальную среду.  

 
Таблица 2. Индексы спонтанных реверсий ауксотрофных мутантов 

 

Мутант № 
Количество 
проверенных 

клеток 

Количество 
ревертантов 

Индекс 
реверсии*      

pro- 1 6.2 · 109  0  < 10-9** 
1 5.2 · 1010 3.5 · 108 6.7 · 109 

2 2.2 · 1010 0 < 10-10 ** his- 

3 4.3 · 1010 5.7 · 108 1.3 · 10-6 
val-ile- 1 1.1 · 1011 0 < 10-11**  

1 9.2 · 109 0 < 10-9 ** arg- 

2 1.2 · 1010 2.8 · 101 2.3 · 10-9 
1 1.1 · 1010 0 < 10-10 ** ile- 

2 4.1 · 109 2.2· 102 5.4 · 10-8 
 
* В табл.1 не приведены значения индексов реверсий мутантов, не отличающихся 
существенно от представленных. 
**  Отобранные тест-культуры 
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После инкубирования в течение 5-7 сут и подсчета  количества 

выросших на чашках ревертантов  были определены индексы реверсий 
по маркерам ауксотрофности. Результаты показали, что ауксотрофные 
мутанты отличаются по свойству реверсии к исходному генотипу    
(табл. 2). В качестве тест-культур были выбраны отличающиеся низкой 
частотой реверсии мутанты. 

Эксперименты по определению активности синтеза аминокислот 
отобранными микробиологическим методом штаммами в условиях 
колбочной ферментации подтвердили эффективность селекции с 
использованием полученных нами тест-культур. Варианты, образующие 
маленькие зоны или совсем не образующие их, и при глубинной 
ферментации, как правило, выделяют в питательную среду очень мало 
целевой аминокислоты. Наиболее активные штаммы-продуценты отбирали 
среди клонов, вокруг которых, независимо от способа посева, образуются 
сравнительно большие и густые зоны роста тест-культуры.  
 

Таблица 3. Оценка гистидинсинтезирующей способности 
ауксотрофных мутантов Br. flavum LGS2 микробиологическим 

методом и в условиях колбочной ферментации 
 

Гистидин 
Штамм микробиологи- 

ческий метод * 
колбочная 

ферментация,  г/л 
Br. flavum 

LGS2 
(исходный) 

№  
мутанта ++ 11.3± 0.7 

1 − 2,2± 0.24 
2 +  5,2± 0.47 
3 + 7,4± 0.6 
4 +++ 13,5± 0.8** 
5 +++ 14,2± 0.87** 

Br. flavum 
LGS2  

ауксотрофы по 
треонину 

6 ++ 10,8± 0.8 
1 + 3,1± 0.2 
2 + 8,2± 1.2 
3 +++ 15,3± 1.1** 
4 +++ 14,2± 0.9** 
5 ++ 12,2± 0.7 

Br. flavum 
LGS2  

ауксотрофы по 
триптофану 

6 ++ 11,5± 0.6 
 
  * - оценка активности синтеза гистидина по размерам и густоте зоны роста  

тест-культуры в сравнении с контрольным штаммом Br. flavum LGS2 (++). 
** - достоверное повышение по сравнению с исходным штаммом  
 

Примером успешной селекции с использованием тест-культуры 
может служить отбор продуцентов с повышенной активностью из ауксо-
трофных мутантов, полученных нами у штамма-продуцента гистидина    
Br. flavum LGS2. Усредненные результаты 10-15-колбочных ферментаций 
ауксотрофными мутантами LGS2 в сравнении с результатами микробио-
логического определения приведены в табл.3. 
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На основании сравнительного анализа данных,  представленных в 

табл. 3, для дальнейшей селекции были отобраны ауксотроф по треонину 
№ 5 и ауксотроф по триптофану № 3, гистидинсинтезирующая активность 
которых достоверно превышает активность исходного штамма. 

Описанные тест-культуры успешно используются в рамках проводи-
мых в НИИ биотехнологии работ по получению высокоактивных штам-
мов-продуцентов соответствующих аминокислот. 
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