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(54) Kmen mikroorganismu Brevibacterium flavum CCM 3868

O%elem fefenf{ je produkce esencidlni
aminokyseliny lysinu v mediu s melasou jako
zdrojem uhlfku. Lysin syntetizuje a v mediu
hromad{ mutanta bakteridlnfho druhu Brevi-
bacterium flavum. Pisobenim mutagénu a
aplikaci medif se zvySujfci se koncentraci
melasy byla izolovdna mutanta rezistentni
k S-(2-aminoethyl)-L-cysteinu, dependentni
na homoserin a leucin a rostouci{ v mediu

‘s vysokym obsahem melasy, kterd kultivovéna
96 h v mediu s melasou jako zdrojem uhliku,
hydrolyzdtem aradidové mouky jako zdrojem
dusiku a s minerdlnimi solemi za aerobnich
podminek p¥i 28 ©C a neutrdlnim pH hroma-

. dila v prost¥edf 46 g/l L-lysinu. Lysin,
vyufivany p¥edeviim jako dopln&k krmiv,
lze takto vyrébé&t s vyuZitim mikroorganis-
md b&Znymi technologickymi postupy.
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Vyndlez se tykd nového kmene mikroorganismu druhu Brevibacterium flavum, rezistentnfho
k analogu lysinu a dependentniho na homoserin a leucin, rostoucfho v mediu s vysokym obsahem
melasy a hromadfciho v mediu s melasou jako zdrojem uhliku a kyselym hydrolyzdtem aradidové
mouky a sfranem amonnym jako zdroji dusfku za aerobnich podminek a p¥i neutrdlnim pH vysokéd
mno¥stvi lysinu.

Vhodnymi producenty lysinu, vyu#fvangmi p¥i jeho v§rob& fermenta®ni cestou, jsou 'regu-
laén{ mutanty koryneformnfch bakterif, selektované jako mutanty rezistentni k analogim ami-
nokyselin a dependentnf zdrovef na aminokyseliny. Takovymi mutanty jsou nap¥. mutanty Brevi-
bacterium lactofermentum rezistentnf k S-(2-aminocethyl)-L-cysteinu a dependentn{ na alanin
nebo leucin a hromadic{ v glukosovém mediu 30-40 g/l lysinu (Tosaka, O.-Takinami, K.-Hirose,
Y.: Agr. Biol. Chem. 42:1 181, 1978; Tosaka, O.-Enei, H.-Hirose, ¥Y.: Trends in Biotechnology
1:70, 1983). '

P¥i fermentadni p¥ipravé lysinu s pouZitim melasy jako zdroje uhlfku 1lze pouZft mutanty
druhu Brevibacterium flavum a Corynebacterium glutamicum, které krom& rezistence k analogim
aminokysélin a dependence na aminokyseliny byly je%t& rezistentni k antibiotikim, nap¥.

k penicilinu nebo bacitracinu (US pat. 3 687 810, 1972; 3vyc. pat. 535 831, 1973). Produkce
lysinu dosahované mutanty Brevibacterium flavum kolfisaly v rozmezi 30-35 g/l.

Produkci lysinu p¥evySuje dosud zndmé zmin&né kmeny novy kmen Brevibacterium flavum,
uloZeny v Ceskoslovenské sbirce mikroorganismi Univerzity J. E. Purkyné& v Brné&, t¥fda Obréncl
miru 10, pod oznafenim CCM 3 868, ktery je pY¥edm&tem vyndlezu.

Hlavn{ vyhodou nového kmene podle vyndlezu je jeho schopnost rlist v mediu s relativné
vysokym obsahem melasy a v mediu s melasou jako zdrcjem uhliku produkovat lysin v relativné
vysokych mno¥stvich. P¥i kultivaci nového kmene v produkénim mediu s melasou, kyselym hydro-
lyz4dtem araffdové mouky a siranem amonnym jako zdroji dusfku a miner&lnimi solemi v bank&ch
inkubovanych na rotadni t¥epadce pfi 28 9c a pH udriovaném vodnym roztokem &pavku na pH 7,0
lze dosdhnout po 4denni kultivaci produkce lysinu 46 g/1.

Novy kmen Brevibacterium flavum CCM 3 868 je charakterizovdn nésledujicimi morfologicko-
-kultivadnimi a fyziologickymi vlastnostmi:

Grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici kokky aZ kr&tké tylinky.

Na masopeptonovém agaru tvof¥{ okrouhlé, hladké, Zluté kolonie s rovnymi okraji.

Na krevnim agaru tvo¥{ okrouhlé, Zluté kolonie s rovnymi okraji, které nehemolyzuji.
P¥i rdstu v bujénu dochdzi k tvorb& zdkalu a sedimentu, ne viak blanky.

Fyziologické vlastnostis

Optimédlni teplota: 28-30 °C,

Optimdlni pH: 6,8-7,2.

Aerobni organismus.

ZJelatinu neztekucuje.

Celuldzu nerozkléda.

Glukozu, frugtézu, sacharozu zkvaduje.
Skrob hydrolyzuje jen slab&.

Dusi&nany redukuje,

Sirovodik netvo¥{ .

Indol netvo¥i.

Test na kataldzu: pozitivni.
Voges-Proskaueriv test: negativni,

K ristu vyZaduje z vitamind biotin a thiamin, z aminokyselin homoserin a leucin.
Je schopen rlist v mediu se 60 % melasy.

Vychozi kmen, Brevibacterium flavum CCM 3 736, rezistentni k S—(2-aminoethyl)~-L-cysteinu
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a dependentni{ na homoserin a leucin, se submerznd kultivuje 24 h v kompletnim mediu a bun&d-
n4 suspenze po promyt{ fosfitovym pufrem (pH 7,2) se vystavi 18hod. pisobeni 0,05M roztoku
ethylmethansulfondtu ve fosfdtovém pufru (pH 7,2). Bun&fnd suspenze po aplikaci mutagenu

se promyje sterilnf destilovanou vodou a 5 % (obj.) promyté suspenze se o&kujf banky s kom-
pletnim médiem, které se inkubuji 24 h. 24hod. kulturou se odkuji banky s mediem MeM, obsa-
hujicim 50 % melasy, a to 1 % (obj.) inokula.

Po 4 dnech kultivace se kultura preodkuje (opdt pouZito 1% inokula) do ban&k s mediem
MeM se 60 % melasy. Po 4dennf kultivaci se kultura vyolkuje na plotny s kompletnim mediem.
Kolonie vyrostlé po 2 dnech na plotnich se vyokujf na $ikmé agary a izoldty vyrostlé na
$ikmgch masopeptonovych agarech se jednak testujf na stupen rezistence k S-(2-aminoethyl)-L-
-cysteinu a na dependenci na homoserin a leucin, jednak se zjiSfuje jejich schopnost produ-

kovat lysin v mediu s melasou jako zdrojem uhliku.
Podrobnosti vyndlezu vyplyvaji z nésledujicich p¥fkladd provedeni:
pri{klaada 1

Mikroorganismem Brevibacterium flavum CCM 3 736 se ofkuje 60 ml kompletniho media v 500ml
varné bance. SloZeni kompletniho media je ndsledujici:

glukdza 0,5 %

hydrolyzat kaseinu 1,0

kvasni&ny extrakt . 0,5

KH2P04 0,3

KZHPO4 - 0,1

roztok solf 1 ml/1 000 ml media
agar (do tuhych medif) 2,5 % ’

(Roztok solf je roztok 0,5 g FeSO,.7 H,0 a 0,5 g MnS0, .4 H,0 ve 100 ml vody.)

zao&kovand banka se inkubuje na rota&ni t¥epalce (frekvence otadlek - 3,7, vyst¥ednik -
25 mm) 24 h p¥i 28 ©c. Bun&n4 suspenze se potom 2x promyje fosfdtovym pufrem (pH 7,2) a po
promyt{ se vystavi 18hod. pisobeni 0,05M roztoku ethylmethansulfondtu ve fosfétovém pufru
(pH 7,2). Po aplikaci mutagenu se suspenze 2x promyje sterilnf{ destilovanou vodou a 5% (obj.)
suspenze se otkuje 500 ml varnd banka se 60 ml kompletniho media, kterd se inkubuje 24 h p¥i
28 °C na rotadnf t¥epa&ce. 1 % (obj.) kultivaéni tekutiny se o&kuje 500 ml varnd bafka s 20 ml
media MeM ndsledujfciho sloZeni:

melasa 50,0 %
hydrolyz4&t aradidové mouky 2,0
modovina 0,5
(NH4)2304 0,5
KH2P04 0,04
MgSO, .7 H,0 0,05
CaCO3 3,0
pH 7,5

zao®kovanid banka se inkubuje 4 dny p¥i 28 %. 1 % (obj.) kultivaini tekutiny se opét
ofkuje 500ml varnd bafka s 20 ml media MeM obsahujicfho 60 % melasy a bun&&nou suspenzi po
4denni inkubaci na rota&ni t¥epalce p¥i 28 %¢ se po nafedéni oCkuji plotny s kompletnim me-
diem. Plotny se inkubujf p¥i 28 % 2 dny a kolonie vyrostlé na plotné&ch se vyolkuji na 3ikmé agary
s masopeptonovym mediem. Vyrostlé izolity se testuji na stupef rezistence k S-(2-aminoethyl)-
«L-cysteinu, na dependenci na homoserin a leucin a na schopnost produkovat lysin v mediu

8 melasou jako zdrojem uhliku.
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P¥{klad 2

Kulturou kmene Brevibacterium flavum CCM 3 868, 24 h starou, se ofkuje 60 ml inokula&-
niho media CSL-B-§ v 500ml varngch bafk&ch. Stejnym zplsobem se nao&kuje kontrola, tj. vy-
choz{ kmen Brevibacterium flavum CCM 3 736. SloZeni inokuladniho media je nésledujici:

sacharéza 2,5 %
kukufi&ny vyluh (65 % sufiny) 3,0
pPH 7,0

Zaotkované banky se inkubujf na rotalnf t¥epalce (frekvence otidek - 3,7, vystf¥ednik -
25 mm) 24 h p¥i 28 %c. 10 3 {obj.) inokula se ofkujf 500 ml varné banky s 20 ml produk®niho
media B-Me nédsledujfcfho sloZeni: '

melasa 30,0 &
hydrolyz4t ara¥idové mouky 15 % (obj.)
(NH4)2SO4 1,5 %
KH2PO4 0,2
MgSO, .7 H,0 0,03
CaCO3 2,0
F‘(-BSOAr .7 HZO 0,002
Mn804.4 H20 0,002
thiamin (hydrochlorid) 0,0002
biotin (technicky) 0,00005
pH 7,0

B&hem 4denni kultivace se pH upravuje ve 24hod. intervalech vodnym roztokem &pavku na
hodnotu 7,0-7,2. Na konci kultivace se stanovi obsah lysinu a cukru v kultiva&nf tekutiné&.
Lysin se stanovuje manometricky & poufitim dekarboxyldzy lysinu a cukr jako glukdza s pou¥i-
tim analyz&toru glukdzy Glucose Analyzer 2 (Beckman, U.S.A.).

Produkce lysinu po 4 dnech kultivace &inila 46 g/l (produkce kontroly 30 g/l1).

PREDMET VYNALEZU
Kmen mikroorganismu Brevibacterium flavum CCM 3 868, rezistentni k S-(2-aminoethyl) -L-

-cysteinu, dependentni na homoserin a leucin, rostoucf v mediu s vysokym obsahem melasy a
produkujfci lysin v mediu s melasou jako zdrojem uhliku.

Severografia, n. p., MOST ' Cena 2,40 Kés
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