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Vyndlez se tykd kmene mikroorganismu Co-
rynebacterium glutamicum CCM 3 286, ktery
je novy a ktery je charakterizovédn inhibici
P¥i ristu v minimdlnim médiu ji% nizkymi
koncentracemi L-threoninu a schopnosti hro-
madit v médiu s vhodnymi zdroji uhliku, du-
siku a minerdlnich soli, doplndném kulti-
vaéni tekutinou po kultivaci producenta
L-homoserinu, za aerobnich podminek, p¥i
neutrdlnim pH, v rozmezi teplot 27 a¥ 32 ©C
vysokd mnoZstvi L~lysinu.

Do roku 1970 byly nejEast&ji pouZivanymi
mikroorganismy pfi fermenta&ni vyrob& L-ly-
sinu auxotrofni mutanty druhd rodd Coryne-
bacterium a Brevibacterium. Bylo v3ak zjiZ-
téno, Ze vhodnymi producenty L-lysinu mohou
byt i mutanty jiné ne? auxotrofni. Pracuji-
ce s vychozim kmenem Brevibacterium flavum
ATCC 14 067 izolovali Sano a Shiio /J, gen.
appl. Microbiol., 17, 97, 1971/ mutanty cit-
livé na threonin, methionin a threonin +
+ methionin, které v minimdlnim médiu byly
inhibovdny nizkymi koncentracemi threoninu
nebo methioninu. Inhibici réstu bylo moZno
potlacit p¥iddnim methioninu nebo threoninu
do média. Tyto mutanty hromadily v médiu 4
relativné vysokd mno%stvi L-lysinu /30 g/1/.

Schopnost citlivych mutant hromadit vyso-
kd mno¥stvi L-lysinu neni specifickd jen
pro druh Brevibacterium flavum, ale byla
zaznamendna i u druhu Brevibacterium lacto-
fermentum, jak o tom sv&d&i vyuZiti citli-
vych mutant obou td&chto druhf p¥i fermentad-
ni p¥ipravé L-lysinu, popsané ve francouz-
ském pat. spise &, 1 533 688, kde jsou uve-
deny mutanty B, flavum a B. lactofermentum,
citlivé na threonin nebo mutanty soulasné
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na threonin citlivé i dependentni, produku-
jici v médiu s cukrem v 72. a% 120. hodind
kultivace L-lysin v mno%stvi 10 az 35 g/1.

Produkeci vy3e zmin&nych dosud zndmych
kment pfevySuje kmen, ktery je pfedmétem
tohoto vyndlezu, a to novy kmen mikroorga—
nismu Corynebacterium glutamicum, uloZeny
v Ceskoslovenské sbirce mikroorganismd Uni-
versity J. E. Purkynd v Brn&, t¥. Obrénci
miru 10, pod oznalenim CCM 3 286.

Hlavni vyhodou nového kmene je zvy3end
produkce L~lysinu, p¥esahujici 50 g/l, a to
pfi trojstupnové kultivaci v produklénim mé-
diu se sacharosou, hydrolysdtem araiidové
mouky a minerdlnimi solemi, dopln&ném kul-
tiva&ni tekutinou po kultivaci producenta
L-homoserinu /kmen Gorynebacterium sp,

9 366~EMS/329/, ve fermentalnim tanku za
vhodného michédni a vzdu3ndni, za udr¥ovini
PH v rozmezi 6,8 aZ 7,2 &pavkem a p¥i tep-
lot& 29 °C. Dal¥i vyhodou nového kmene je
sniZend spotfeba sacharosy b&hem kultivace.
Ve srovndni se standardanim sbirkovym kmenem
Brevibacterium. flavum ATCC 21 127 je spotfe-
ba sacharosy o 25 % ni¥3i.

Novy kmen mikroorganismu Corynebacterium
glutamicum CCM 3 286 je charakterizovén nd-
sledujicimi morfologicko-kultiva&nimi a fy-
ziologickymi vlastnostmi.

Morfologicko-kultiva&ni vlastnosti: gram-
pozitivni, nepohyblivé a nesporulujici kokky
aZ krdtké tylinky o velikosti 1,6 x 1,9 a%-
35 um, s metachromatickymi granuly, vyskytu-
jici se jednotliv&, v pdrech i v nepravi-
delnych shlucich,

Na masopeptonovém agaru tvo¥i okrouhlé,
hladké, lesklé, krémové& bilé kolonie, s rov-
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nymi okraji. Na masopeptonovém Zikmém aga-
ru vytvdti intenzivni bily ndrdst po celém
povrchu agaru, k pigmentaci nedochdzi.

P¥i rdstu v bujdnu lze zaznamenat zdkal
a sediment, blanka se netvo¥i.

Na krevnim agaru tvo¥i kulaté, hladké,
%edé kolonie s rovnymi okraji, nehemolyzu-
jict.

Fyziologické vlastnosti:

Optimdlni teplota: 27 aZ 32 ogG,
Optimdlni pH: 7,0 aZ 7,2.
Termorezistence: 56 ©C 1 hod.,

80 ©°C 10 min.
Aerobni mikroorganismus.
Zelatinu neztekucuje.
Lakmusové mléko odbarvuje, ale nesrd
Glukosu, fruktosu a sacharosu zkvadu
Skrob hydrolyzuje jen slabé&.
Celulosu nerozkliddé.
Dusi&nany neredukuje.
Sirovodik netvo¥i.
Indol netvofi.
Test na kataldzu: pozitivni.
Test na methylenovou mod¥: negativni.
Voges-Proskauerdv test: negativni.

3i.
je

K réstu vyfaduje novy kmen biotin. Me-
thionin jen rést stimuluje. Produkci L-lysi-
nu stimuluje homoserin.

Novy kmen byl indukovin z vychoziho pro-
totrofniho kmene Corynebacterium glutaminum,
a to 18hodinovym pésobenim 0,05 M roztoku
ethylmethansulfondtu ve fosfdtovém pufru
/pH 7,2/ na 24 hodin starou promytou bung&é-
nou suspenzi vychoziho kmene a vyo&kovdnim
promyté suspenze po aplikaci mutagenu na
plotny s minimdlnim médiem s p¥idavkem a
bez pFidavku 500 mug L-threoninu/ml. Kolomnie
vyrostlé po 48 aZ 72 hodindch inkubace p¥i
28 OC na plotndch bez threoninu, ne viak na
plotndch s threoninem, byly vyodkovdny na
¥ikmé masopeptonové agary a kultury vyrostlé
na S8ikmych agarech, po ové¥eni citlivosti
na threonin, byly testovidny na schopnost
produkovat L-lysin.

Zpisob fermentalni vyroby L-lysinu s po-—
u¥itim nového kmene je pro ilustraci popsén
v nédsledujicim p¥ikladu provedeni.
PY¥iklad provedenid

Kulturou kmene Corynebacterium glutami~
cum CCM 3 286, 24 hod. starou, vyrostlou na
masopeptonovém $ikmém agaru, se oékuje 60 ml
inokula&niho média v 750 ml Erlenmayerové
bafce, je: ma toto sloZeni /v g/:

PREDMET

Kmen mikroorganismu Corynebacterium glu-
tamicum CCM 3 286, citlivy na L-threonin a
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glukosa 20,0
kuku¥i&ny vyluh
/65 % su¥iny/ 15,0
voda 1 000 ml

pH 7,0, sterilizace 30 min p¥i 120 oC, Po
zaotkovéni se inkubuje na reciproké t¥epal-
ce /91 kyvi/min, délka kyvu 9 cm/ 24 hodin
p¥i 28 ©C. Ziskanym inokulem se Vv mnozstvi
6,25 % obj. o&kuji dvoulitrové fermentalni
tanky, pln&né 800 ml média tohoto slofeni
/v gl

sacharosa 50,0
kuku¥i&ny vyluh

/65 % suSiny/ 15,0
voda 1 000 ml

pH 6,8 a% 7,0; sterilizace pfi 122 kPa 3x

po 30 min. Médium se michd 750 a% 780 obra-
tek/min a vzdu¥ni 0,5 1l/min/obj. média. Tep~

lota 29 9C, délka kultivace 18 hod. Inoku-

lem z olkovaciho tanku v mnoZstvi 6,25 7
obj. se ofkuje 800 ml produkZniho média ve
dvoulitrovém fermentalnim tanku, je? md to-
to sloZeni /v g/:

sacharosa 200,0
kysely hydrolyzit

arasidové mouky 165,0
prim. fosforefnan

draselny 2,0
gsiran hofelnaty kryst. 0,5
uhlifitan vépenaty 20,0

kultivadni tekutina kmene
Corynebacterium sp.

9 366 EMS/329 120,0 ml
kyselina citrénovié 5,0
biotin 1,0
L-methionin 20,0
voda 1 000 ml

pH 7,0, sterilizace pfi 122 kPa 3x po 30 mi-
nutdch. Michéni 710 a%¥ 750 obr./min, vzdud-
ndni 0,8 1/min/obj. média. Teplota 29 oc.
Odpénovani b&hem kultivace sdjovym olejem.
pH se upravuje v Sestihodinovfch intervalech
épavkem na 7,0. B&hem kultivace se priddvd
70% roztok sacharosy, a to po 50 ml v 18.,
30, a 42. hodin# kultivace. Délka kultivace
96 hod. Obsah L-lysinu se stanovuje manome-
tricky s pouZitim dekarboxyldzy lysinu. Pro-
dukce v 96. hodiné& je 53 g/l.

VYNALEZU

produkujici L-lysin.
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