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(54) Kmeh mikroorganismu Brevibacterium flevum produkujici L-lyzin.

1

Vynélez sa tfke novéhe kmefa milroorganizmu druhu Brevibacterium flavum, dependent=
ného na homoserin a rezistentného na analdg lyzinu, hromadieceho pri kultivécii v médiu
s vhodnym zdrojom C, zdrojom N a minerélnych soli za serdbnych podmienock a pri neutrél= '
nom pH vysoké mnoistvo I~lyzinue

Pri fermentainej priprave I~lyzinu sa v priemyselnom meritku naj3astej¥le pouiiva-
11 auxotrofné mutanty bektérii, predovietkym mutanty, ktoré vyZadujt k rastu homoserine
Sano a Shiio (8eno, K.~Shilo, I.tJ. GeneAppleMicrobiol.162373.1970) uverejnili précu,
v ktore] popisujd mutanty druhu Brevibacteriun=flavum rezistentné k sirnému anoldgu
lyzinu teJe k S~(2=aminoetyl) = I-cysteinu (AEC), ktory hromad{ v médiu okolo 32 g/l
I-lyzinue V ro 1973 sa japonskym pracovnikom Nekamorimu a Shiio (Nakamori, Se = Shido,
I.tAgre Biol-Cheme 373653, 1973) podarile izolovaf mutanty Brevibacterium flavum, ktoré
produkujt lysin (20 g/1) a ktoré boli rezistantné nielen k ABC ale aj k analdgu threo=
ninu, teJs ku lqaqlim-alta—amino—beta-hydroxivalérove.:l. Koneéné 8] mutanty Brevibacte-
riun flavum stlasne rezistentnéd aj auxotrofné sa osveddili ako vhodn¥ producenti lyz:!:nu
(sapadonemecky patent 2,321.461, 1975), hromadiace v médiu 65 - 70 g/1 lyzinue.

Produkoie doposiai zmienenych znémych kmediov prevysuje kmed, ktory je predmetom
tohto vyndlesu, a to novy kmei mikroorgsnizmu Brevibacterium flavum, uloZeny v desko=-
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Hlavnou vyhodou nového kmeda je zvyZend produkcia I-lysinu, ktord je podmienent Jedﬁ&k
depenedenciou na homoserin, jednak rezistenciou na anoldg liainu, zistend pfi dvojstupe
BoveJ kultivdcii tohoto kmeda v produkinom médiu so sacharozou, kyslym hydrolyzétom are-
EidoveJ miky, kukurisnym vyluhom, minerélnymi sofami, biotinom a thiaminom vo fermentod—
nom tanku vhod ne vzdusSnenom a miedanom, v ktorom je podas kultivéole udriované pH apgw-
kovou vodou na hodnote 7,0 - 7,5 a teplota na 29 °C = V 96 he kultivéole boll dosiahnuté
produkcie 90 ~ 96 g/l = I~-lyzinue | '

~ Novy kmeR je charakterizovany tymite mortologioko- kultivadnmi a fyziologlokimi
vlastnostemi:
morfologicko~kultivadné vliastnostis
grampozitivoe, nepohyblivé, nesporulujice koky a% krétke tydinky, vyskytujlce sa
Jednotlivo aj v nepravidelnfoh ahlukech, aa masopeptonovom agare tvoria olrihle, hladké
£1té koldnie s rovnymi okrajmi, na mésopeptdnovom Sikmom agere vytvéraji intensivay
£1ty nérast po celom povrchu agarus v bujéns moino pozorova¥ z_é.kal a sediment, blsn-
ke sa netvori
vysiologické vlastnostis
optimdlee PH 6,8 = 7,2
optimélna teplota 28 - 30 °C
aerdbny organiamus
Zelatinu nestekucuje
celuldsu nerozkladd
gkrob nehydrolyzuje
skvasujes glukdsu, fruktdsu, manndsu, maltdsu, sachardsu
dueidnany redukuje
sirovodik netvori
indol netvori
test na ureézu - positivny
test na katalkzu - pozitivay
Voges~Proskauerov test = negativny
k rastu vyZaduje s vitaminov = biotin a thiamin
2 aminokyselin ~ homoserin

Nov#. kmed indukovany 18 he posobenim 0,05 M roztokem etylmeténsulfonktu na bunesnd
suspensiu vychodziehe lmeidla Brevibacterium flavum vo fosfhtovom pufri (pH 7,2). Suspen-
Zisa po aplikécil - mutegénu ~ dvakrét premyté sterilnou destilovanou vodow = bola vyosko-
vand na platne s mindmélnym médiom, ktoré bolo doplnené okrem=bictinu a thisminh ties
I~homoserinom (0,01 mg/ml) a S~-(2-aminoetyl)-I~systeinom (10 mg/ml) e platne boli inkubované
pri 28 °C 120 he Koldnie, ktoré sa ebjevili na platniach boli vyoSkované na Zikné misopep-
tonové agary. Kultiry, ktoré vyréstli na agaroch boli testované na dependenciu na homo-
serin, na stuped resistencie Ba wi..its a #a schopnosf produkova¥ do media I~lysin.
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Sposob fermentasdnej pripravy lysinu poufitim tohoto kmela je pre ilustrasii popisany
v nasledujicom pripede.

Prikled 1

o4 he kulttrou kmeSa Brevibacterium flavum COM 251 ktord vyréstla na masepepténovom
%ikmom agare sa odkuje 500 ml varnd baika s0 60 ml inokuladného média nasledovného zloZe~
niat sachardza 2,5 %, kukuridny viluh (65 % subiny) 3 %, PH 7,0. Naodkovand batka sa in-
kubuje na Totadnej trepaSke (220 obre/mine pri 28 °C 24 h. 50 ml inokula sa ofkuje 800 ml
’produkéného média v dvojlitrovom fermentainom tanku, ZloZenie produkdného médias sacharodsa
18 %, kysly hydrolysét aresidoveJ miky 25 obje %, kukurifny extrakt (65 % sudiny) 1 %, KH,
F0, 0,2 % Mgs0,7H,0 0,003 %, CaCOy 2 2 % a stopové mnoZstvo FeSO,+7H,0 (20 mg/1000 ml),
MnS0,.48,0 (20 mg/1000 1), biotinu (50 mog/1000 ml), thisminhydrochloridu (200 mog/1000 ml)
adjového oleje (3ml1/1000 ml), PH 7,0. Naofkované médium sa miesa 800 obre/mine a vzdubni
0,8 L vzduohu/min. prli teplote 29 %Ce K odpeliovaniu sa podas. kultivécie pouZiva sojovy
olej. DH se upravuje &pavkom v 6 he intervaloch na 7,0 = 7,2 Polas kultivhcie sa pridéavé
roztok sachardsy a to po 50 ml 70 %~ného roztoku v 30, 42, 52, 62, 72 he kultivﬁcie.
Dobe kultivicie 96 he = Lyzin sa stanovuje manometricky s pouZitim dekarboxylézy lyzinue
Produkcia v 96 he 96 g/l = I=lyzinue '

PREDMET VYNLLEZU

Emedl mikroorganizmu Brevibacterium £lavum CCM 251-dependentny na homoserin a rezi-
stentnf k S-(2-aminoetyl)-I~cysteinu, produkujicl I~lyzine
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