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mikroorgenismu Corynebacterium glutamicum CCM 3392

Vyndles se tfkd spisobu ¥lechténi mikroorgenismu druhu Corynebacterium glutemicum &
kmene Corynebacterium glutemicum CCM 3392, produkujictho lysin v mediu s ethanolem, resis-
tentnfho k analogu lysinu a k analogu threoninu e dependentnfho na homoserin,

Nakemori & Shiio (Agr. Biol. Chem. 37,635,1973), isolujice producenty threoninu, zis-
kali mutanty druhu Brevibactexrium ﬂa;vum, resistentni k analogu lysinu, t.j. k S-/2-amino-
ethyl /-L-cysteinu a k anslogu thmeoninu, t.j. ke kyselind o ~amino~/3 ~hydroxyvalerové, kte-
ré kromd vyisich mnoiafcv:f. threoninu (10 &% 15 g/1) hromadily v mediu teké relativnd vysoké
mno¥stvi lysinu (9 a% 12 g/1). Z producentd lysinu, schopnych produkovat lysin v mediu s
_ ethanolem jako hlavnim gzdrojem C, byly pou¥ivény jednek mutenty Auxotrofni, dependentnf na
homoserin, threonin a/mebo methionin & sohopné hromadit v mediu s ethanolem maximdlnd 11 a%
16,5 g/1 lysinu (PR pat. 8, 2 021 688), jednsk mutenty soudesn¥ resistentn{ k analogu lysi-
nu & auxotrofni ne aminokyseliny, vitaminy nebo derivéty nukleovyich kyeol:l.n. pri demZ viek
ethanol nebyl Jedinym zdrojem C (DE pat. &, 2 321 461),

P¥4 hleddn{ vhodnfoh producentd lysinu v mediu s ethanolem jako hlevnim gdrojem C by—
le oviFovéna mofnost aplikace mutant resistentnich k analogu lysinu & k analogu threoninu.
Byla proto u mikroorganismu Corynebacterium glutamicum CCM 3287, resistentnfho k S-/2-ami-
noethyl/~L-cysteinu, dependentniho na homoserin a hromadfofho v mediun se sacharosou rela-
tivnd vysokd mnoZstv{i lysimu, indukovand pisobenim ethjlmethnnsulfonétu reaistence na ky-
selinu o -amino-/3 ~hydroxyval exovou.
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Produke{ lysinu v mediu s ethanolem pfevyduje dosud znémé viie smin¥né kmeny novyf

kmen Corynebacterium glutamicum, uloZeny v Seskoslovenské sbirce mikroorganismi Universi-
ty Jo E. Purkynd v Brn¥, tP{da Obrdnocd miru 10, pod oznadenim CCM 3392, ktery je piedmitem
vynélezue. PredmStem vyndlezu Jje rovndZ zplisob ¥lechtd¥ni mikroorganismm druhu Corymebacte-
rium glutamiocum, kterym se novd mutanta ziskdvd a jehoZ podstata spodivd v tom, %e se na
kulturu vychoziho organismu resistentniho na analog lysinu a dependentnfho na homoserin
b&eobi roztokem 0,05 M ethylmethansulfondtu po dobu 18 hod., naleZ se isolujl mutanty vy-
rostlé ze suspenze po piasobendt mutagenh vyodkovénim na plotny s minimdlnim mediem doplni-
nym 10 mg/ml kyseliny o -amino-/ =hydroxyvalerové a 0,001 mg/ml L-homoserinu. S vihedou
ge pouZivd 0,05 M roztoku ethylmethansulfondtu ve fosfét9v6m pufra o pH 7,2,

Hlawvni vihodou nového kmene podle vyndlezu je relativnd vysokd produkoe lysinu v me-
diu s ethanolem jeko hlavnim zdrojem C. P¥i dvoustupnové kultivaci tohoto kmene v produk3-
nim mediun s octanem sodnym, kyselym hydrolysétem arasidové ﬁouky, kuku#iSnfm vyluhem a mi-
nerélnimi solemi, doplnovenym bdhem kultivace ethanolovou smdsi bylo po 96 hodindeh kulti-
vace dosafeno produkce 20 a%f 25 g/l lysinu. PFednosti tohoto kmene je 1 zvyiiend gemetiockd
stabilita, podm{ndnd jednak resistenci ke 2 analogim, jednak auxotrofif, kterd umoZnuje
poufit & vihodou tento kmen p¥i kontinudlni fermentadni piipravé lysinu, vyuifvajief pFed-
nost{ kontinudin{ kultivace produkiniho organismu.

Novy§ kmen Corynebacterium glutamioum CCM 3392 je charakterisovén ndsl edujfofmi morfo-
logicko-kultivadnimi a fysiologiokymi vliastnostmi:

Grampositivni, nepohyblivé a nesporulujic{ kokky aZ krdtké tydinky, velikosti 1,6 x
x 1,9 aZ 3,5 oy, 8 metachromatickymi grlnuly; vyskytujici se jednotlivd, v pdrech i v ne-
pravidelnyoh shlucich.

Ne mesopeptonovém agaru tvoi{ okrouhlé, hladké, leskld, krémovd bilé kolonie s rownyf-
mi okraji.

Na masopeptonovém ¥ikmém agaru vytvé¥{ intensivnf bfl¥ néridst po celém povrchu agaru,
k pigmentaci nedochéz{,

PFi rdstu tohoto organismu v bujonu lse zasznamenat sédkal a sediment, blanka se netvo-
¥4, |

Na krevaim agaru tvo¥{ kulaté, hladké,véodé kolonie, 8 rowvnfmi okraji, nehemolysujfei.

Fysiologioké vliastnosti:

Optimdlni teplotas 27 a¥ 32 %

Optimdlnd pH: 7,0 a% 7,2

Thermoresistence: 56 °C 1 hod., 80 °C 10 min.

Aerobni organismus

Yelatinu nestekuouje.

Lekmusové mléko odbarvuje, ale nesrdif,

Glukosu, fruktosu a sacharosu gkvaiuje,

Bxrob hydrolysuje jen slabd,

Celulosu nerosklddsd.

Dusidnany neredukuje.
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Sirovodfik netvoii,

Indol netvoii,

Test na kataldsu: positivnd

Test na methylenovou mod¥: negativnf

Voges-Pioskauerﬂv test: negativni

K rlstu vyiaduje z vitamini biotin a z aminokyselin homoserin,

PF1 splsobu Sleochtdni podle vynélezu se zpravidla postupuae tak, e se vfohozi orge~
nismus Corynebacterium glutamioum CCM 3287, resistentnf k 3-/2-aminoethyl/-L-oysteinu a de-
pendentn{ na homoserin, nejprve kultivuje 24 hodin v kompletnim mediu, potom se bund¥nd
suspense promyje fosfitovim pufrem o pH 7,2 & vystavi pisobeni mutagenu, v tomto pifpadd
pisoben{ 0,05 M roztoku ethylmethansulfonitu 18 hodin ve fosfitovém pufru o pH 7,2. Po pro-
bdhnutd inkubace se suspensi promytou destilovanou vodou odkuj{ plotny s minimdlnim mediem
8 10 mg/ml o -amino-/? -hydroxyvelerové kyseliny a 0,001 mg/ml L-homoserinu. Kolonie, které
ne plotndoh vyrostou, se odkujf na #ikmé masopeptonové agary. Vyrbstlé is0ldty se testuji
ne stupen resistence k S-/2-aminoethyl/~L-cysteinu a ke kyselin¥ & -amino-/ -hydroxyvale-
rové, na dependenci na homoserin a na schopnost produkovat lysin v mediu s ethanolem jako
hlavnim zdrojem C.

Podrobnosti vyndlezu vyplyvaji z ndeledujfofch p¥{kladd provedeni,

P¥{klady provedeni

P¥{klad 1

| Mikroorganismem Coxynebacterium glutemicum CCM 3287 resistentnim k S-/2-amincethyl/-
«l=cysteinu a dependentnim na L~homoserin, se naodkuje 60 ml media v 750 ml Eﬂemyorov&
bance nésledujfofho slo¥eni (v g): -

glukosa 0,5

hydrolysédt keaseinu 10,0

vfluh z droZdi 5,0

prim, fosforednan draselny 3,0

sek., fosforeinan draselny 1,0

| roztok sold V 1,0 ml

Fasory ager 25,0
voda 1000 =ml

(rostok soli je roztok 0,5 g heptahydrdtu siranu feleznatého & 0,5 g tetrahydrdtu siranu
manganatého ve 100 ml vody),

ZaoSkovand banka se inkubuje na reciproké tiepadce (polet kyvd - 91/min,, délka kyvu -
- 9 om) p¥i 28 °c’ 24 hodin, Bun&¥néd suapense se potom piwonw;lo fosfdtovym pufrem (pH = 7,2)
& po promyti se vystavi 18 hodin pisobeni 0,05 M roztoku ethylmethansul fondtu. Potom se
bunédnd suspense promyje 2x vsterﬂni, destilovenou vodou, z¥ed{ a z¥edSnou suspensi se od-
kuji{ plotny s timto mediem (v g):

glukose 1,0
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citran sodny 0,4

prim, fosfori&nan dreselny 7,0

gek. fosforednan drasoin& 2,0

s{ran amonny 1,0

siran hofednatf kryst. 0,1

rostok soli (Jako vy¥e) 1 m
biotin ‘ 2 pg/m
agar 25,0
destilovand voda 1000 ml

Medium se doplni 10 mg/ml kyseliny o -amino-j hydroxyvalerové a 0,001 mg/ml L-homoserinu.
Plotny se inkubuj{ p#l 28 °C 120 hodin a kolonie, které se objevi na povrchu ploten, se o¥-
kuj{ na #ikmé mesopeptonové agary. Isoldty vyrostlé ne agarech se testuji na itupoﬁlrosia-
tence k S-/2-aminoethyl/-L-oysteinu a ke kyselind 0 -amino-/? ~hydroxyvalerové, na dependan-
ci na L-homoserin a na schopnost produkovat lysin v mediu s efhnnolem- Jjako hlavnim zdro-

Jem C,

PFiklad 2 7
Kulturou kmene Corynebacterium glutamioum CCM 3392 24 hodin starou, se olkuje 60 ml
inokuladnfho media v 500 ml varnfoh bankdch ndsledujfcfho slofeni (v g):

ootan sodny 15,0
sacharosa 20,0
kukuitidng vfluh (60% su¥.) 30,0
voda 1000 ml
pH 7,0

Sterilismce p¥i 120 °C 30 min, Zao¥kované banky se inkubuji na rotadni tiepadce (240 obr./
/min,., vistiednik - 2,5 om) po dobu 18 hodin p#i 29 °C, Narostlou kulturou se v mnoZatvi
2 ml (10% obj.) odkuj{ 500 ml varné banky s 20 ml produkdnfho medis ndsledujfcfho sloZend
(v g):

ootan sodny 20,0

kukuiisny v¥luh (60 % sus,) 10,0

kysely hydrolysét arafidové

monky 150,0 ml
siran amonny : 10,0
prim, fosforeinan amonny 1,0
si{ran hoXednaty kryst. 0,1
uhliZitan vipenaty mlety 3qQ,0
voda 1600 ml
pH 7,0

Sterilisace p¥i 120 °C 30 min, Zao¥kovené banky se inkubujf na rotadni tF¥epadce (:;o&ct ob=
rétek s vfst¥ednik - viz vise) p¥i 29 °C po dobu 96 hodin, Po 6 a%f 8 hodindch kultivaoce,
kéy se apot¥edbuje acetdt a pH kultivadnf tekutiny dosdhne hodnot 7,8 aZ 8,0, se pFiddvd do
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bandk v 6tihodinovych intervelech v mno¥stvi 0,5 a% 0,7 ml ethanolové sms, dodévajici ne-

Jen zdroj C, sle soudasnd i upravujicf pH kultivadni tekutiny na hodnoty 6,8 a% 7,0, Tato
ethanolovd smds se sterilisuje filtraci pFes filtr G5 (Jena-Glass) & mé ndal edujfof sloZe-
nis ’

ethanol Sisty _ 60,0 ml
kyselina octovd ledovd 10,0 ml -
secharosa 6,6 g

vods 100 ml

‘Produkee lysinu v 96. hodin¥ kultivace je 25 g/l. - ‘ )

PREDMET VYINALEZU

1. Zplisob #leohténi mikroorgenismu’ druhu Corynebacierium glutemicum, vysnadujicl se
tim, %e se na kulturu vfchoziho mikroorganismu resistentniho k analogu lysinu a dependox;t-
nfho na homoserin plsobf 0,05 M roztokem ethylmethansulfonétu po dobu 16 aZ 20 hodin, na-
%o’ se isoluji ziskané mutanty, vyrostlé po vyodkovéni suspense po pisobeni mutegenu na
minimflnim mediu doplndném 10 mg/ml kyseliny ¢-amino-ﬁ ~hydroxyvalerové a 0,001 mg/ml

L-homoserinu,

2. Zplsob podle bodu 1, vysnadujici me tim, Ze se plisobf 0,05 M roztokem ethylmethan-
sulfondtu ve fosfdtovém pufru o hodnotd pH 7,2,

3, Kmen mikroorgenismu Corynebacterium glutamioum CCM 3392, produkujici lysin v mediu
g ethanolem jako hlavnim zdrojem C, resistentni k analogu lysimm & k analogu threoninu a
dependentni na homoserin, ziskany zplisobem podle bodu 1.
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