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1 2
Vyndlez se tykd zplsobu Slecht&ni mikro- . Pro ekonomickou pr?myslovou fermentalni
organismu. Corynebacterium glutamicum a kme- vyrobu lysinu jsou oviem uvedend mnoZstvi
ne mikroorganismu Corynebacterium glutami- . nizka. Byla proto hleddna moZinost, jak zis-
cum CCM 3 287, produkujiciho L-lysin, re- kat kmen, popfipad® mutantu, s maximdlni
zistentniho k analogu lysinu a dependent- produkci lysinu v p¥ijatelné dob&, bez mi-
niho na homoserin. . ) mofddnych ndrokd na zdkladni sloZky média
Do roku 1970 byly nejlastdji poufivanymi a jejich mnoZstvi.
mutantami p¥i fermentadni vyrobd lysinu mu- _Produkei lysinu pfevySuje dosud zndmé
tanty auxotrofni, pfedevZim mutanty depen- zminéné kmeny novy kmen Corynebacterium
dentni na homoserin. Sano a Shiio /J. Gen. glutamicum, uloZeny v feskoslovenské shirce
Appl. Microbiol. 16, 373, 1970/ popsali mu- mikroorganismé University J, E. Purkynd
tanty druhu Brevibacterium flavum, které v Brn&, t¥ida Obrdnc& miru 10, pod oznale-
v pfitomnosti sirného analogu lysinu S§-/2- nim CCM 3 287, ktery je pfedmitem vyndlezu.
-aminoethyl/~L-cysteinu /AEC/ a threoninu Pfedm&tem vyndlezu je rovné% zplsob
rostly, zatimco vychozi prototrofni kmen §1echt§ni mikroogganismu Corynebacterium
byl inhibovdn., Tyto rezistentni mutanty glutamicum, kterym se novy kmen ziskdvi a
/AECY~mutanty/ hromadily v médiu lysin jehoZ podstata spofivd v tom, Ze se na kul-
v mnoZstvi okolo 32 g/1. turu vychoziho protofniho mikroorganismu
Schopnost rezistentnich mutant hromadit plsobi roztokem 0,05 M ethylmethansulfondtu
vysokd mno¥stvi lysinu neni specifickd jen po dobu 18 hodin, nafe? se izoluji ziskané
pro vy¥e uvedeny druh, ale byla zaznamend- mutanty, vyrostlé po vyolkovini suspenze po
na i u daldich druhd zndmych jako potencidl- pisobeni mutagenu, na minimdlnim médiu
ni producenti lysinu. V p¥ipad¥d tohoto dru- s p¥isadou 10 mg/ml S$-/2-aminoethyl/-L-"
hu je rezistence k S-/2-aminoethyl/-L-cys~ -cystelnu a 93091 mg/ml L-homoserinu. § vy-
teinu v&t3inou kombinovéna je¥té s auxotro- hodou se pouZivd 0,05 M roztoku ethylmethan-
fii. Z kmend s touto charakteristikou lze sulfondtu ve fosfdtovém pufru s hodnotou
jmenovat nap¥iklad Corynebacterium gluta- pH 7,2. .
micum ATCC 21 526 /AECY, Homoser™, Leu™, H1§Vn1 vyhodou nového kmene podle vyné—
produkce 32,5 g/litr/, ' Corynebacterium lezu je podstatné zvy¥end produkce lysinu,
glutamicum ATCC 21 543 [AECT, Homoser™, podmin&nd jednak rezistenci na analog ly-
Leu~, produkce 32,0 g/1] a kmeny uvedené sinu, jednak dependenci na homoserin, Zvy-
v NSR pat. spise &. 2 321 461, vyznalujici Send produkce je patrnd pfi dvoustuphové
se kromé rezistence k AEC také dependenci kultivaci tohoto kmene v PrOdUk§ﬂim médiu
na aminokyseliny /serin, prolin, leucin, se sacharosou, kyselym hydrolyzdtem araSi-
alanin/, vitaminy /vitamin By3/ a komponen- dové mouky, kuku¥i&nym vyluhem a minerdlni-
ty nukleovych kyselin /guanin/, .které hro- mi so}eml ve ferme?tgcylm tanku, pri Vh?d'
madi v médiu 30 a%? 40 g/1 lysinu. ném michdni a vzdu3ndni, p¥i stdlém udrZo~
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védni pH v rozmezi 6,8 a¥ 7,2 pomoci Epavku
a za teploty 29 ©°C. Za uvedenych podminek
se po 96 hodindch kultivace dosdhne pro-
dukce lysinu kolem 60 g/l média.

Novy kmen Corynebacterium glutamicum
CCM 3 287 je charakterizovdn ndsledujicimi
morfologicko-kultivadnimi a fyziologickymi
vliastnostmi: Grampozitivni, nepohyblivé s
nesporulujici kokky a%Z krdtké ty&inky, ve-
likosti 1,6 x 1,9 a% 3,5 mu, s metachroma-
tickymi granuly, vyskytujici se jednotlivé,
v pdrech i v nepravidelnych shlucich.

Na masopeptonovém agaru tvoFi okrouhlé,
hladké, lesklé, krémovd bilé kolonie,

s rovaymi okraji.

Na masopeptonovém Fikmém agaru vytvaii
intenzivni bily ndrdst po celém povrchu
agaru, k pigmentaci nedochdzi.

PFi rfistu tohoto organismu v buJonu lze
zaznamenat zdkal a sediment, blanka se ne-
tvofi.

Na krevnim agaru tvo¥i kulaté, hladké,
§edé kolonie, s rovanymi okraji, nehemoly-
zujiei.

Fyziologické vlastnosti:

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

80 ©°C 10 min.
Aerobni organismus.
Zelatinu neztekucuje.
Lakmusové mléko odbarvuje, ale nesrdZi,
Glukosu, fruktosu a sacharosu zkvaSuje
Skrob hydrolyzuje jen slabd.
Celulosu nerozklddd.
Dusi&nany neredukuje.
Sirovodik netvo¥i.
Indol netvof¥i,
Test na kataldzu: pozitivni.
Test na methylenovou mod¥: negativni.
Voges-Proskauerdv test: negativni,
K réstu vyZaduje z vitamind biotin a
z aminokyselin homoserin.

P¥i zpdsobu Zlecht&ni podle vyndlezu
se zpravidla postupuje tak, %e se vychozi
prototrofni mikroorganismus Corynebacterium
glutamicum nejprve kultivuje 24 hodin v kom-
pletnim médiu, potom se bun&&nd suspenze
promyje fosfdtovym pufrem s hodnotou pH 7,2
a vystavi plsobeni mutagenu, v tomto p¥i-
padé& 0,05 M roztoku ethylmethansulfonitu,
nejlépe op&t v pufru s hodnotou pH 7,2, Po
této operaci se suspenze promytd destilova-
nou vodou kultivuje na minimdlnim médiu
s p¥isadou S-/2-aminocethyl/-L-cysteinu a
L-homoserinu., Kolonie, které vyrostou, se
vyolkuji na 8ikmé masopeptonové agary a
testuji na stupen rezistence na analog, na
dependenci na homoserin a na schopnost pro-
dukovat lysin.

Podrobnosti vyndlezu vyplyvajl z nasle-
dujicich pFikladd provedeni.

PELik1lad 1

Prototrofnim mikroorganismem Corynebacte-
rium glutamicum se naofkuje 60 ml média
v 750 ml Erlenmayerovd bance, tohoto sloZe-
ni /v g/:

glukosa 0,
hydrolyzdt kaseinu 10,
vyluh 2z dro#di 5,
prim. fosfore&nan draselny 3,
sek. fosforednan draselny 1,
roztok soli 1

Fasovy agar 25

voda 1

4

/roztok soli je roztok 0,5 g heptahydrédtu
siranu Zeleznatého ve 100 ml vody/.

Inkubuje se na reciproké t¥epalce /polet
kyvd 91/min, délka kyvu 9 cm/ p¥i 28 0C 24
hodin. Bun&&nd suspenze se potom promyje
fosfdtovym pufrem /pH 7,2/ a po promyti se
vystavi 18 hodin pfisobeni 0,05 M ethylmethan-
sulfondtu. Potom se bun&&nd suspenze promy-
je 2x sterilni destilovanou vodou, zfedi a
z¥ed&nou suspenzi se odkuji plotny s timto
médiem /v g/:

glukosa, 1,0
citronan sodny 0,4
prim. fosfore¥nan draselny 7,0
sek. fosforeénan draselny 2,0
siran amonny 1,0
siran hofelnaty kryst. 0,1
roztok soli /jako vy3e/ 1 ml
roztok 0,02 g biotinu

ve 100 ml destil. vody 0,02 g
agar 25,0
destilovand voda 1 000 ml

Médium se doplni 10 mg/ml S-/2-amino=~"
ethyl/-L-~cysteinu a 0,001 mg/ml L-homoseri-
nu. Plotny se inkubuji p¥i 28 ©C 120 hodin
a kolonie, které se po této dob& objevi na
povrchu ploten, se vyolkuji na §ikmé maso-
peptonové agary. Izolédty vyrostle na aga-
rech se testuji na stupen rezistence na
analog, dependenci na homoserln a schopnost
produkovat lysin,

P¥iklad 2

Kulturou kmene Corynebacterium glutami-
cum CCM 3 287, 24 hodin starou,.se olkuje
60 ml inokuladniho média v 750 ml Erlen-
mayerovd bance tohoto sloZeni /v g/:

sacharosa 25,0
kuku¥i&ny vyluh

/65 % suliny/ 30,0
voda 1 000 ml

pH 7,0; sterilizace p¥i 120 °C 30 min., Za-
odkovand pdda se inkubuje na reciproké t¥e-
padce /91 kyvd/min, délka kyvu 9 cm/ pFi

28 °C 18 a% 24 hodin., Narostlou kulturou

v mnofstvi 50 ml se olkuje 800 ml produkl-
niho média ve dvoulitrovém fermentalnim
tanku, tohoto sloZeni /v g/:

sacharosa 180,0
kysely hydrolyzit

ara3idové mouky 300,0 ml
kuku¥i&ny vyluh /65 %Z su¥iny/ 10,0
primérni fosforednan draselny 2,0
siran horeénacy kryst. 0,3
uhli&itfan védpenaty 20,0
siran Zeleznaty kryst. 0,02
siran manganaty kryst. 0,02
biotin 0,004
s6jovy olej 3 ml
voda 1 000 ml
pH 7,0

Sterilizace 3x po 30 min p¥#i 121,5 kPa.
Vzdu¥néni 0,8 1l/min, michdni 800 obr./min,
teplota 29 ©C. Odp&novédni b&hem kultivace
s6jovym olejem. pH se upravuje v Sestihodi-
novych intervalech &pavkovou vodou na 7,0,
B&hem kultivace se pfiddvd roztok sacharosy,
a to 50 ml 70% roztoku ve 30., 42,, 54., 66,
a 74, hodin& kultivace., Doba kultivace 96
hodin. Obsah lysinu se stanovuje manometric-
ky s pouzitim dekarboxyldsy lysinu. Produk-
ce lysinu po 96 hodindch kultivace je 61,5
gramb/1.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob Slechté&ni mikroorganismu Cory- 2. Zplsob podle bodu 1, vyznalujici se
nebacterium glutamicum, vyznaduji se tim,Z%e tim, %e se plsobi 0,05 M roztokem ethyl-
se na kulturu vychozniho prototrofniho mi- methansulfondtu ve fosfdtovém pufru s hod-
kroorganismu pdsobi 0,05 M roztokem ethylme-— notou pH 7,2,
thansulfondtu po dobu 18 hodin, nalef se 3. Kmen mikroorganismu Corynebacterium

glutamicum CCM 3287, produkujici lysin,

izoluji ziskané mutanty, vyrostlé po vy-

o¥kovdni suspenze po plisobeni mutagenu na rezistentni k analogu lysinu a dependentni
minimdlnim médiu s p¥isadou 10 mg/ml S-/2- na homoserin, ziskany zplisobem podle bodu 1.
~aminoethyl/-L-cysteinu a 0,001 mg/ml L-ho-

moserinu.

Severografia. n. p.. zivod 7. Most
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