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Primyslovy bakteridlni kmen Brevibacterium
8p. CCM 3632

Vynadlez se tyka prumyslového bakteri-
4lniho kmene Brevibacterium sp. M27/P28
produkujiciho I~-Lysin, uloZeného v Cesko=-
glovenské sbirce mikroorganismi Universi-
ty J.E. Purkyné t¥. Obréncd miru 10,
Brno, pod oznadenim CCM &islo 3632.
Vyznaduje se zvysenou produkci esencidlni
aminokyseliny proti. vychozimu rodildovské-
mu kmeni Brevibacterium sp.
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Vynalez se tykd noyého pramyslového bakteriadlniho kmene
arevibacteriuﬁ spf%@H'"rodukujiciho L-lysin ve zvySeném
vytétkue. Kultivace probihd v tekutych fermenta&nich mddiich,
ktera obsahuji jako hlavni zdroj uhliku pro rust a produkci
esencialni aminokyseliny, sacharidy /sacharosu nebo jiné cuk-
ry/ a jako zdroj dusiku kukufilny extrakt, hydrolysat aradi-
dové mouky a dal%i rustové faktory vietné mineralnich soli.

Podstatou vynalezu je novy primyslovy kmen Brevibacterium
sp. M27/P 28 produkujici L-lysin, ulozeny v teskoslovenskeé
sbirce mikroorganismi University J. E. Purkyné, tf¥. Obrancu
miru 10, Brno, pod oznatenim CCM Eislo 3632, |
‘ Zpusob pfipravy nového produkiniho kmene Brevibacterium
sp. je zaloien navaplikacf mutagenniho faktoru N-nethyL—N'-
-nitro-N-nitrosoguanidinu, ktery indukuje nové mutantni kme-
ny charakterizované jinym typém pigmentace. Ziskan{ chromo-
genni mutanti se dale vyznaluji zvySemou produkci esencial-
ni aminokyseliny proti vychozimu rodiéovskému kmeni Brevi-
bacterium sp.

Timto zpusobem byl pfipraven chromogenni mutant s okrovou
pigmentaci. Jako vychozi material pro mutagenesi byl pouiit
kmen Brevibacterium sp. M27 hom™AECT gyztle 2luté pigmentace,

produkujici v priméru 30,5 g/l L=-Lysinu po 96 hod. kultivaci.

Déle je uvedena morfologickd a fyziologickd charakteris-
tika kmene podle vynalezu oznaieného jako Brevibacteridm SPe
Mm27/p28.



Morfologie kmene: 263 206

a/ kolonie na kompletni agarové pudé po 72 hod. kultivace pfi

29 %¢:

tvar okrouhly

okraje rovné

povrch Leskly

profil konvexni s mirné vyvydenym stiedem

barva Zlutookrova

velikost 2 qf 3 mm

b/ mikroskopicky:
ty&inky kratké silné, ojedinéle del3i
velikost: 3ifka 1,04 1,2 ,u
délka 2,04 3,6 ,u
barveni podle Grama paeitivni

Geneticka charakteristika: kmen je dependentni na homoserin a
resistentni k AEC.

U rodilovského kmene Brevibacterium sp. M27 a u mutantniho
kmene se zméndnou pigmentovou charakteristikou bylo provedeno
testovani utilisace n&kterych zdrojl C a N a stanoveny dalsi
jejich biochemicke vliastnosti.

Substrat . Kontrola Testovany produkéni mutantni kmen
———— m————————— .Y G emmmmmomoo_M27/P28_CtOM 3637
glukosa o+ ‘ +
Laktosa - -
sacharosa + +
indol - . -
sirovodik - -
mo&ovina + +
red. NO3 + +
citrat + +
manit - -
pohyblivost - -

Z tabulky vyplyva, %e zadkladni biochemicka charakteristika
mutantniho kmene a rodiéovského kmene Brevibacterium sp. M27
je totoina. ' ‘ -



Postup ziskani mutantnich kment 263 206

Za Gtelem ziskadni mutantnich kmenl Brevibacterium sp. M27
se zménénou pigmentaci a zvy§enou produkci esencidlni aminoky-
~‘seliny bylo pro 3lecht&ni roditovského kmene pouiito mutalniho
procesu. Jako mutagen byla zvolena U&inné chemické Latka
N-methyl-N°-nitrose-N-nitroguanidin /Kooh-Light, England/.

Suspense bakterii z exponencialni faze rustu byla pfipra-
vena kultivaci v tekuté kompletni pid& po dobu 24 hod. p#¥i
29 %. po promyti a resuspendovéani bun&k v 0,2 M tris-maleino-
vém pufru o pH 6,0 byl stanoven vychozi pofet bunék vyolkova~-
nim rUznych fedéni kultury na se¢rii Petriho misek s kompletni
agarovou pudou. K odméfené &asti suspense byl pfidédn mutagen
rozpu§tény v pufru v takovém mno2stvi, aby koneéna koncentrace
byla 1 mg/ml. Reak&ni smé&s byla inkubovana ve vodni Llazni pfi
29{%&. Zastaveni plUsobeni mutagenu bylo provedeno pfidénim de-
setinésobného mnozstvi 4 °C chladného tris-maleinového pufru
a zcentrifugovanim. Bylo zvoleno n&kolik dob plsobeni mutage-
‘nu, aby preiiti bunék bylo v rozmezi od 10 do 0,1 X. Po puso-
beni mutagenu byla suspense vyotkovana na kompletni agarovou
pidu a inkubovana 72 hod. p¥i 29 °C. Potombyly izolovany a da-
le hodnoceny kolonie se zmé&nénou pigmentaci. |

Fermentaéni hodnoceni chromogeriniho mutanta Brevibacterium
sp. M27 bylo provadéno na tekutych Zivnych plGdach v bankach
v Laboratornim méFitku na rotaini tkepaice pFi teploté 29 °C
po dobu 96 hod. kultivace.

ZplUsob fermentace a produkce Lysinu mutantnim kmenem uvadi
nadsledujici priklad.

Priklad v
Kulturou produk&éniho mutanta Brevibacterium sp. M27/P28
se zaotkuje 50 mL inokulaéniho media ve varné bance o obsahu
500 mt. Slozeni mddia: sacharosa tech. 20 g , octan sodny kryst.
40 g, kukupiény exktrakt /60 X hm. su3./ 30 g, voda dest. ad
1000 miL. Zao&kovana kultura se kultivuje na rotalni tfepalce
/240 ot.minf1/ pii 29 %¢c po dobu 18 aZ 24 hod. Vyrostlou kul-
turou v mnozstvi 10 % objemu je zao&kovano 20 ml fermentaéniho
media /ve varné bance o obsahu 500 mL/ nésledujiciho sloZeni:



263 206
sacharosa tech. 180 g, hydrolysat araidové mouky 200 ml, corn-
steep /60 X sus./ 10 g, hydrogenfosforeénan draselny 1 g, siran
hofe&naty keyst. 0,1 g, uhli&itan vapenaty nlefy 30 g, voda
dest. ad 1000 mL, pH fermentainiho nfdia po sterilizaci 6,8 a2
7,0. Kultivace se provddi na rotaini trepalce piri 29 ¢ po do-
bu 96 hod. V br&béhu fermentace se upravuje pH 10 X roztokem
amoniaku na hodnotu 7,0. Produkce lLysinu u chromogenniho mutan-
ta Brevibacterium sp. M27/P28 &ini 50,1 g Lysinu/l fermental-
niho mddia/96 hod. fermentace.



PREDMET VYNALEZU
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Primyslovy bskteridlni kmen Brevibacterium sp. CCM 3632,
predukujici{ L-lysin.
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