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Re3eni se tyka kmene mikroorganismu Co-
rynebacterium glutamicum CCM 3867, depen-
dentni{ na homoserin a resistentni k S-(2-
-aminoethyl)-L-cysteinu a chlorlysinu, pro-

dukujici lysin.
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- Vyndlez se tykd kmene mikroorganismu
druhu Corynebacterium glutamicum, depen-
dentniho na homoserin a resistentniho k a-
naloglm lysinu, ktery v médiu s vhodnym
zdrojem uhliku a dusiku hromadil za aerob-
nich podminek a pFi neutrdlnim pH vysoké
mnoZstvi lysinu.

Vhodnymi producenty lysinu jsou mutan-
ty koryneformnich bakterii, pfedeviim mu-
tanty rodd Brevibacterium a Corynebacte-
rium. Z t&chto mutant se osv&dCily mutanty
reguladni a mutanty soufasn& regulacni a
auxotrofni, selektované jako mutanty re-
sistentni k analogiim aminokyselin a zaro-
vefi dependentni na aminokyseliny. Vyznam-
nad mnoZstvi lysinu hromadily v prostiedi
nékteré mutanty Brevibacterium flavum re-
sistentni k analogu lysinu, tj. k S-(2-amino-
ethyl)-L-cysteinu (Sano, K.-Shiio, I.: J]. Gen.
Appl. Microbiol. 16, 373. 1970). Mutanty Co-
rynebacterium glutamicum, vyznacujici se
kromé# resistence k S-({2-aminoethyl])-L-cys-
teinu také dependenci na takové aminokyse-
liny jako je serin, prolin, leucin a alanin,
hromadily v médiu 30 aZ 40 g/l lysinu (z&-
padon&mecky patent 2 321461, 1973}. Mu-
tanta Brevibacterium lactofermentum sou-
¢asné resistentni k S-(2-aminoethyl)-L-cys-
teinu a k -amino-hydroxyvalerové Kkyseliné
hromadila v médiu 32 g/l lysinu (Tosaka,
O. Takinami, K. Hirose, Y.: Agr. Biol. Chem.
42, 745, 1978).

Produkci lysinu pievy3uje dosud zndmé
zmin&né kmeny kmen Corynebacterium glu-
tamicum, uloZeny v Ceskoslovenské sbhirce
mikroorganismt University ]J. E. Purkyné v
Brng, tfida Obrdncl miru 10, pod oznafenim
CCM 3867, ktery je pfedmétem vynélezu.

AutoFi vyndlezu se rovnéZ zabyvali zpi-
sobem 3lechténi mikroorganismu Corynebac-
terium glutamicum, kterym se novy kmen
ziskdva. Podstata $lechténi spocivd v tom,
Ze se na kulturu vychoziho kmene mikro-
organismu plisobi roztokem 0,05 M ethyl-
methansulfondtu po dobu 18 hodin, nadeZ
se izoluji ziskané mutanty, vyrostlé po kul-
tivaci v tekutém kompletnim médiu, na mi-
nimélnim tuhém médiu dopln&ném 0,001 mg/
/ml L-homoserinu a 1 mg/ml chlorlysinu.
Chlorlysin, tj. 2,6-diamino-4-chlorhexankar-
bonova kyselina, je analog lysinu, ktery mé
vodikovy atom v poloze 4 nahrazen ato-
mem chloru. S vyhodou se pouZivd 0,05 M
roztoku ethylmethansulfonatu ve fosfato-
vém pufru (pH 7,2).

Hlavni vyhodou nového kmene podle vy-
nélezu je zvySeni produkce lysinu, podminé-
né dependenci na homoserin a resistenci k
dvéma analogim lysinu, tj. k S-(2-amino-
ethyl)-L-cysteinu a k chlorlysinu. P¥ kulti-
vaci nového kmene v produkénim médiu se
sacharozou a melasou nebo jen s melasou
jako zdroji uhliku, s kyselym hydrolyzatem
arasidové mouky, kuku¥iEnym vyluhem a si-
ranem amonnym jako zdroji dusiku a s mi-
nerdlnimi solemi v baiikdch inkubovanych
na rotafni t¥epacce pfi 28°C a pH udrZova-
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ném vodnym roztokem ¢pavku na hodnoté
7,0 1ze dosahnout po 4-denni kultivaci pro-
dukce L-lysinu 52 g/l (v médiu se sacharo-
zou a melasou) a 45 g/l (v médiu s mela-
sou]).

Novy kmen Corynebacterium glutamicum
CCM 3867 je charakterizovdn néasledujicimi
morfologicko-kultiva¢nimi a fyziologickymi
vlastnostmi:

Grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici
kokky aZ kratké ty€inky, vyskytujici se jed-
notlivé, v pérech i v nepravidelnych shlu-
cich.

Na masopeptonovém agaru tvoii okrouhlé,
hladké, lesklé, krémové bilé kolonie, s rov-
nymi okraji. ‘

Na masopeptonovém S$ikém agaru vytvari
intenzivni bily nérdst po celém povrchu a-
garu, k pigmentaci nedochézi.

Pri rdstu v bujénu dochézi k tvorb& zéi-
kalu a sedimentu, blanka se netvofi.

Na krevnim agaru tvorFi kulaté, hladké,
Sedé kolonie, s rovnymi okraji, nehemolysu-
jici.

Fyziologické vlastnosti:

OptimAlni teplota: 28 aZ 30 °C.

Optiméalni pH: 7,0 aZ 7,2.

Aerobni organismus.

Zelatinu neztekucuje.

Lakmusové mléko odbarvuje, ale nesrazi.

Glukézu, fruktézu a sacharézu zkvaSuje.

Skrob hydrolyzuje slabé.

Celulézu nerozklada.

Dusi¢nany netvori.

Sirovodik netvofi.

Indol netvofi.

Test na kataldzu: pozitivni.

Test na methylenovou mod¥F: negativni.

Voges-Proskauertiv test: megativni.

K rhstu vyZaduje z vitamind biotin a z ami-
nokyselin homoserin.

P¥i zplisobu Slechténi podle vynélezu se
postupuje tak, Ze se vychozi kmen Coryne-
bacterium glutamicum CCM 3287, resistent-
ni k S-(2-aminoethyl}-L-cysteinu a depen-
dentni na homoserin, nechd submersné riist
24 hodin v kompletnim médiu a bun&tné
suspenze se po promyti fosfdtovym pufrem
s hodnotou pH 7,2 vystavi plisobeni muta-
génu, v tomto p¥ipad& 0,05 M roztoku ethyl-
methansulfondtu ve fosfdtovém pufru (pH
7,2). Po této operaci se promytou suspenzi
otkuje baiika s kompletnim médiem, které se
inkubuje 24 hodin. Promytou suspenzi vhod-
né naredénou se ofkuji plotny s minimalnim
médiem doplnénym homoserinem a chlor-
lysinem. Mutanty resistentni k chlorlysinu se
vyotkuji na $ikmé masopeptonové agary. I-
soléty vyrostlé na agarech se po otestovani
stupné resistence k S-({2-aminoethyl)-L-cys-
teinu a k chlorlysinu a dependence na ho-
moserin produk&n& hodnoti v médiich se
sachargzou a melasou nebo jen s melasou
jako zdrojem uhliku.
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Podrobnosti vynélezu vyplyvaji z nésle-
dujicich pi¥iklad® provedeni:

Priklad 1

Mikroorganismem Corynebacterium gluta-
micum CCM 3287 se ofkuje 60 ml komplet-
niho média v 500 ml varné baifice. SloZeni
kompletniho média je nésledujici:

glukoza 0,5 %
hydrolyzat kaseinu 1,0
kvasniény extrakt 0,5
KH2PO4 0,3
KzHPO4 0,1

roztok soli 1 ml/1 000 m! média
(Roztok soli je roztok 0,5 g FeSO4.7H20
a 0,5 g MnSO4. 4H20 ve 100 ml vody).

Zaotkovand baiika se inkubuje na rotac-
ni t¥epadce (frekvence otdtek — 3,7, vy-
stfednik — 25 mm) 24 h p¥i 28 °C. Bunééné
suspenze se potom 2X promyje fosfatovym
pufrem (pH 7,2) a po promyti se vystavi
18 hodinovému plisobeni 0,05 M roztoku e-
thylmethansulfondtu ve fosfatovém pufru
(pH 7,2). Po aplikaci mutagénu se suspenze
2X promyje sterilni destilovanou vodou a
5% (obj.}) suspenze se ofkuje 500 ml var-
né baitika se 60 ml kompletniho média, kte-
ré se inkubuje 24 h pii 28 °C na rotalni t¥e-
patce. Bun&fnd suspenze se 2X promyje
sterilni destilovanou vodou a vhodné nafe-
dénou suspenzi se ofkuji plotny s minimal-
nim médiem dopln&nym 0,001 mg/ml a 1 mg/
/ml chlorlysinu. SloZeni minimélniho mé-
dia je nésledujict:

glukoza 0,1 %
citran sodny 0,04
KH2P 04 0,7
K2HPO4 0,2
(NH4)2S504 0,1
MgS0O4 . 7H20 0,01

roztok biotinu 2 mg/1 000 ml
roztok soli 1 ml/1 000 ml
agar 2,5 %

(Roztok soli je roztok 0,5 g FeSO4.7H:0 a
0,5 g MnSO4. 4H20O ve 100 ml vody).

Mutanty resistentni k chlorlysinu se vyo&-
kuji na Sikmé masopeptonové agary a isola-
ty vyrostlé na agarech se jednak testuji na
dependenci na homoserin a resistenci k S-
-(2-aminoethyl)-L-cysteinu a chlorlysinu,
jednak se zjistuje jejich schopnost preduko-
vat lysin v produkénich médiich se sacha-
rozou a melasou nebo jen s melasou jako
zdrojem uhliku.

Priklad 2

Kulturou kmene Corynebacterium gluta-
micum CCM 3867, 24 h starou, se otkuje 60
mililitrd inokulaéniho média CSL-B-S v 500
mililitrech varnych baikéach. SloZeni inoku-
latniho média je nésledujici:

sacharotza 25 %
kukuFi¢ny vyiuh (65 % susiny) 3,0
pH 7,0

ZaoCkované bailky se inkubuji na rotacni
tfepalce (frekvence otdek — 3,7, vystied-
nik — 25 mm (24 h pi¥i 28°. 10% (obj.)
inokula se ofkuji 500 ml varné baliky s 20
mililitrech produkéniho média BSM nebo

BM-1 nasledujiciho sloZeni:
Médium BSM:

sachargza

melasa

hydrolyzat aragidové mouky
kukufiény vyluh

15,0 %
3,0

22,0 % (obj.)
1,5

(NH4)2S04 1,5
KHzPO4 0,2
MgSO04 . 7H20 0,03
CaCOs 2,0
FeS04.7H20 0,002
MnSO04 . 4H20 0,002
biotin (technicky) 0,00005
pH 7,0
Médium BM-1:

melasa 25,0 %

hydrolyzat ara3idové mouky
kukufFicny vyluh

18,0 % (obj.)
5

b

(NH4)2S04 1,5
KH2PO4 0,2
MgS04 . 7H20 0,03
CaCOs3 2,0
FeS04.7H20 0,002
MnSO4 . 4H20 0,002
biotin (technicky) 0,00005
pH 7,0

B&hem 4denni kultivace se pH upravuje

ve 24 hodinovych intervalech vodnym roz-
tckem ¢pavku na hodnotu 7,0 — 7,2. Na
konci kultivace se stanovi obsah lysinu a
cukru v kultivaéni tekutin&. Lysin se stano-
vuje manometricky s pouZitim dekarboxy-
lasy lysinu a cukr jako glukoza s pouZitim
analyzatoru glukézy Glucose Analyzer 2
(Beckman, U.S.A.).

Produkce lysinu po 4 dnech kultivace v
médiu BSM ¢&inila 52 g/l a v médiu BM-1
45 g/1. :
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PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Corynebacterium moserin a resistentni k S-(2-aminoethyl)-L-
glutamicum CCM 3867 dependentni na ho- -cysteinu a chlorlysinu, produkujici lysin.

Severografia, n. p. zfvod 7, Most Cena 2,40 K&s



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

