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Vynalez se tykéd zplsobu Slechténi mikro-
organismu Corynebacterium glutamicum a
kmene
glutamicum CCM 3358, rezistentniho k vys-
§im koncentracim indolu a produkujiciho
v mediu s vhodnym zdrojem uhliku, dusiku
a mineralnich Zivnych soli, jeZ je b&hem
kultivace dopliiovdno indolem, relativné vy-
sokd mnoZstvi L-triptofanu.

Fermentacéné lze tryptofan pripravit bud
aplikaci vhodnych kmenl kvasinek (kmeny
druhu Hansenula anomala), izolovanych
z prirozenych materidlt a schopnych pfe-
métiovat metabolické prekurzory tryptofanu
{kyselina anthranilovd, indol) na L-trypto-
fan (Enatsu se sp., J. Ferment. Technol. 41,
500, 1963) nebo pouZitim mutant bakterii
(mutanty Escherichia coli, Brevibacterium
flavum), rezistentnich k analogim trypto-
fanu nebo k analoglim tryptofanu a fenyl-
alaninu, které v mediu s vhodnym zdrojem
uhliku, dusiku a s minerdlnimi Zivnymi so-
lemi hromadi pFimo L-tryptofan (Lim-Mate-
les, Science 140, 388, 1963; Shiio se sp., Agr.
Biol. Chem. 39, 627, 1975). Nicméné& produk-
ce zaznamenané jak pri aplikaci kvasinek
tak pii aplikaci mutant bakterii jsou rela-
tivné nizké (3 aZ 6 g/litr) a tedy neperspek-
tivni z hlediska fermentaéni p¥ipravy tryp-

Nve

tofanu v provoznim mé&#itku. Byl proto hle-

ddn produkcni organismus s relativné vy-
sokou produkci L-troptofanu, které by bylo
moZno dosdhnout v pomérné kratké dobé.
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mikroorganismu Corynebacterium.
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Vy§i produkce tryptofanu pPevysuje vyse
zminéné a dosud zn&mé produk&ni mikro-
organismy novy kmen mikroorganismu. Co-.
rynebacterium glutamicum, uloZeny v Ces-
koslovenské sbirce mikroorganismii Univer-
sity J. E. Purkyné v Brnég, t¥ida Obrdncti mi-
ru 10, pod oznafenim CCM 3358, jenZ je
prfedmétem vynélezu.

Piedmétem vynéalezu je také zplsob $lech-
téni mikroorganismu Corynebacterium glu-
tamicum, jimZ byl novy kmen ziskdn a je-
hoZ podstata spodivd v tom, Ze se na kul-
turu vychoziho prototrofniho mikroorganis-
mu puasobi 0,05 M roztokem ethylmethan-
sulfondtu po dobu 18 hodin, naceZ se izoluji
ziskané mutanty vyrostlé po vyocfkovani
suspenze po plsobeni mutagenu na mini-
malnim mediu s obsahem 500 pg/ml indolu.

Hlavni vyhodou nového kmene podle vy-
nalezu je podstatné zvySeni produkce tryp-
tofanu, podminéni rezistenci na indol a z to-
ho plynouci zvySend asimilace indolu. S tim-
to kmenem byl vypracovan postup fermen-
tacni pripravy tryptofanu, ovéfeny v mérit-
ku 5000-litrovych fermentaénich tankd, pii
némZ bylo za aerobnich podminek p¥i kul-
tivaci v mediu s vhodnymi zdroji uhliku, du-
siku a minerdlnich Zivnych soli s dopliio-
vaného v pribéhu kultivace indolem, pii
udrzovdani pH na neutrdlni hodnots, po 54
hodinadch trvani, dosaZeno priimérné pro-
dukce L-tryptofanu 10 g/litr.
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Novy kmen Corynebacterium glutamicum
CCM 3358 je charakterizovdn nésledujicimi
morfologickymi, kultivanimi a fyziologic-
k¢ymi vlastnostmi: grampozitivni, nepohybli-
vé a nesporulujici kokky aZ kratké ty&inky,
velikosti 1,6 X1,9 aZ 3,5 mm, s metachroma-
tickymi granuly, vyskytujici -se jednotlivg,
v parech i nepravidelnych shlucich. Na ma-
sopeptonovém agaru tvoii okrouhlé, hladké,
lesklé, krémové bilé kolonie, s rovnymi
okraji. Na masopeptonovém $ikmém agaru

vytvaii intenzivni bily nérdst po celém po--

vrchu agaru, k pigmentaci nedochézi. PFi
ristu v bujonu lze zaznamenat zdkal a se-
diment, blanka se netvoii. Na krevnim aga-
ru tvofi kulaté, hladké, Sedé kolonie, s rov-
nymi okraji, nehemolyzujici.
Fyziologické vlastnosti:
Optimalni teplota: 27 aZ 32 °C
Optimélni pH: 7,0 aZ 7,2
Termorezistence: 56 °C 1 hod., 80°C 10 min.
Aerobni organismus
Zelatinu neztekucuje
Lakmusové mléko odbarvuje, ale nesraZi
Glukosu, fruktosu, sacharosu a maltosu
zkvaéuje
Skrob hydrolyzuje slabé
Celulozu nerozklada
Dusi¢nany neredukuje
Sirovodik netvofi
Indol netvofi
Test na kataldzu: positivni
Test na methylenovou modf: negativni
Voges-Proskaueriiv test: negativni
K rlistu vyZaduje biotin
PFi zphsobu Slecht&ni podle vynalezu se
postupuje tak, Ze se vychozi prototrofni or-
ganismus Corynebacterium glutamicum kul-
tivuje 24 hodin v kompletnim mediu a na-
rostld buné¢né suspenze — po promyti fos-
fatovym pufrem o pH 7,2 — se vystavi pli-
sobeni mutagenu, v tomto p¥ipadé 0,05 M
roztoku ethylmethansulfonatu ve fosfato-
vém pufru (pH=7,2). Suspenze po plsobe-
ni mutagenu se promyje destilovanou vo-
dou; promytd a vhodné& zfedénd suspenze
se oCkuje na plotny s minimiinim mediem
obsahujicim 500 ug/ml indolu. Kolonie vy-
rostlé na plotndch se ofkuji na Sikmé ma-
sopeptonové agary a vyrostlé izolaty se tes-
tuji na stupeil rezistence na indol a na
schopnost produkovat tryptofan.
Podrobnosti vyndlezu vyplyvaji z nésledu-
jicich prikladd provedeni.

P¥iklady provedeni
Piiklad 1

Prototrofnim organismem Corynebacte-
rium glutamicum se ofkuje 60 ml media
v 750 ml Erlenmayerové batice tohoto slo-
Zeni (v % hmotn.):

glukosa 0,05
hydrolyzat kaseinu 1,0
vyluh z droZdi 0,5

prim. fosfore¢nan draselny 0,3
sek. fosforeénan draselny 0,1
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4r .
roztok soli. 0,1 (% obij.)
Fasovy agar - 2,5
(roztok soli ]e ‘roztok 0,5 g heptahydratu

siranu Zeleznatého a 0,5 g tetrahydrétu si-
ranu manganatého ve 100 m! vody).

Po zaoCkovéani se kultura inkubuje na re-
ciproké tfepacce (podet kyvll 91 za min,,
délka kyvu 9 cm) 24 hodin. pii 28 °C. Bu-
n&¢nd suspenze se potom promyje. fosf4to-
vym pufrem (pH=7,2) a po promyti se vy-
stavi na dobu 18 hodin plisobeni 0,05 M roz-

.toku ethylmethansulfondtu ve fosfdtovém

pufru (pH=7,2). Potom se bun&énd suspen-
ze promyje 2-kréat stemlm destilovanou vo-
dou a po vhodném zFed&ni se pouZije k otko-
vani ploten s minimdlnim mediem tohoto
sloZeni {v % hmotn.):

glukosa 0,1

citronan sodny 0,04

prim. fosforetnan draselny 0,7

sek. fosforecnan draselny 0,2

sfran amonny 0,1

siran hofrecnaty kryst. 0,01

roztok soli (jako vy3e) 0,1 (% obj.)
biotin R

agar 2,5

Mediuni se doplni 500 yg/ml indolu. Plot-
ny se 1nkubu11 120 hodin pFi 28 °C a kolo-

‘nie vyrostlé na plotnach se vyo&kuji na 3ik-

mé masopeptonové agary. Izoldty vyrostlé
na agarech se testuji na stupeii rezistence
na indol a na schopnost produkovat trypto-
fan.

Priklad 2

Inokulaéni medium, obsahujici 2 % hmotn.
sacharosy, 1,5 % hmotn. kukufi¢ného vylu-
hu (65 % hmotn. sudiny), pH="7,0, umisténé
v 750 ml Erlenmayerové baiice, se ofkuje
24 hodin starou kulturou kmene Corynebac-
terium glutamicum CCM 3358, vyrostlou na
Sikmém masopeptonovém agaru a inkubuje
se na reciproké trepafce (pocet kyvid 91 za
min.), délka kyvu 9 cm/24 hodin pi¥i 28 °C.

Vyrostlou kuiturou se ockuje 10 litrdl ino-
kulaéniho media, obsahujiciho 2 % hmotn.
sacharosy, 1,5 % hmotn. kukufi¢ného vylu-
hu (65 % suginy), 0,003 % technického bio-
tinu (1 % u&inné latky) a 0,1 % hmotn. so-
jového oleje, pH=7,8, umisténého v otko-
vacim tanku o objemu 20 litrdi a v ném¥ pro-
biha kultivace pfi 29 °C a vzdu¥néni 0,6 ob-
jemu vzduchu/objem media/min. a micha-
ni 400 ot/min. po dobu 14 hodin.

Ziskanym inokulem se v mnoZstvi 1 litr
oCkuje 10 litrd produkéniho media v dal$im
tanku o objemu 20 litri, tohoto sloZeni
(v % hmotn.)

sacharosa 20,0
kukufiény vyluh (65 % sudiny} 6,0
chlorid amonny 2,4
prim. fosfore¢nan draselny 0,24
siran hofelnaty kryst. 0,012

techn. biotin (1 % ué. latky) 0,003
sojovy olej : ,2
pH ‘ 7,0 a% 7,2
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Kultivace ve fermenta¢nim tanku probiha
pii 29°C a vzduS$néni 0,6 objemu vzduchu/
/objem media/min. a michdni 400 ot/min.
V prubéhu kultivace se upravuje pH ve
dvouhodinovych intervalech ¢pavkem na
hodnotu 7,2 aZ 7,5. Od 18. hodiny kultivace
se davkuje 25% roztok indolu v oleji v
mnoZstvi 0,1 % hmotn./objem, v hodinovych
intervalech, a to tolik davek, aby hladina

6

indolu, analyticky sledovand, nepfevysila
koncentrami 1 mg/ml. V prib&hu kultivace
se téZ podle vysledkid analyz piidava sacha-
rosa ve formé 70% roztoku, a to v mno#stvi
3 % hmotn./objem media. Podle pot¥eby se
kultivacni medium odpéiiuje sojovym ole-
jem. Doba kultivace je 54 hodin. Produkce
L-tryptofanu, stanovend spektrofotometric-
ky, €ini 10,8 g/litr.

PREDMET VYNALEZU

1. Zphsob Slechténi mikroorganismu Co-
rynebacterinm glutamicum vyznacujici se
tim, Ze se na kulturu vychoziho prototrofni-
ho mikroorganismu paisobi 0,05 M roztokem
ethylmethansulfondtu po dobu 18 hodin, na-
CeZ se izoluji ziskané mutanty, vyrostlé po
vyoCkovani suspenze po plisobeni mutagenu
na minimalnim mediu s obsahem 500 ug/ml
indolu.

2. Kmen mikroorganismu Corynebacterium
glutamicum CCM 3358, ziskany zpiisobem

bodu 1, ktery je rezistentni k indolu a vhod-
ny pro fermentafni p¥ipravu L-tryptofanu
pri submerzni aerobni kultivaci v mediu
s vhodnym zdrojem uhliku a dusiku a s mi-
nerdlnimi Zivoymi solemi, pfi neutralni hod-
noté pH po celou dobu kultivace, s pouZitim
indolu jako prekurzoru L-tryptofanu, produ-
kujici nejméné& 10 g L-tryptofanu v 1 litru
media.
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