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% Vynélez se tykd kmene Brevibacterium sp. AO
. .6/79, produkujiciho L-lysin pfi kultivaci na teku-
» ‘tych Zivnych ptidach, obsahujicich zdroje uhliku,
j' napriklad sachar6zu nebo melasu, zdroje dusiku,

ara$idové nebo sojové mouky a minerdlni Zivné
sole, a to za podminek jednorazové a zvlaste pak
, 'kontmualm kultivace.

. “Kmen Brevibacterium sp. AO 6/79 byl pfipra-
| ven §lechténim zaméfenym na p¥ipravu mutant,

|

| které se fenotypové nelisi od divokého kmene, ale .
. které se li§i od kmene vychoziho ndroky na vyZivu. -
' Vychozi kmen Brevibacterium sp. CB. (sbirkové
|oznaéem Vyzkumného tstavu antibiotik a bio-’

| transformaci v Roztokéch u Prahy) je dependentm

na homoserin a rezistentni k analogu lysinu (S- 8-
! ammoethyl) cysteinu (hom™, AEC"). Pfi ziskdvani
' vy$e uvedeného kmene byla price zaméfena na

-znak homoserin. Znak AECT zistal nezm&nén.

| | Vysledkem byl kmen Brevibacterium sp. AO 6/79,
- fenotypové hom~, geneticky mutace supresorové-
'ho typu, kromé jiného pfi srovnédni.s vychozim

kmenem s nezméné&nou produkéni schopnosti.
Kmen byl izolovdn z mutagenniho pokusu, v némz’

. bylo jako mutagenu pouZito nitrosomethyhri_oéoVi-
ny v koncentraci 0,1 M po dobu 60 minhut. Roztok
l mutagenu i suspenze bunék byly pnpraveny v cxtra-
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napriklad kukufiénou  madeci vodu, hydrolyzit

f(54) Kmen Brewbactenum sp. AO 6/79
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byla kontrolni i “pokusni suspenze vysivana na |
‘Petriho misky (primér 100 mm) s kompletni

, ' agarovou piidou, aby byl zji§tén podil preZivajicich
i bun&k. Pokusni suspenze byla zarovenl ockovana
- do tekuté kompletni piidy a kultivovdna na tfepac-

ce (240 obr./min., vychylka 25 mm) pfi 28 °C po

dobu 48 hodin ve 100 ml Erlenmayerovych basi-

| kéch's obsahem 20 ml pldy, ofkované 1 ml pokus-
| né suspenze. Po skonéeni kultivace byla suspenze
! vysivdna na Petriho misky s'minimalni agarovou

pidou obsahujici glukézu a cirdt sodny, siran
amonny a stopové prvky. U vyrostlych kolonii byla Z
testovana produkce lysinu jednoduchym testem, ve -

kterém byla sledovdna podle riistovych zén indika-
| torového kmene Escherichia coli dependentniho
L na lysin (lys~) kolem véle¢kd agarové ptdy s kultu-
i | rou testovanych izolath na. vrcholu. Kmen Brev1-j>
| bacterium sp.. AO 6/79 byl izolovan timto zpliso-
bem. Jeho produkce byla ovéfena kultivaénim
testem na tfepadce a v laboratornich tancich na
komplentl piidé ‘a bylo zjiSténo, Ze se shoduje.

CB U -

ziho kimene morfologicky neh51, je vsak odli$ny

ky, kinetiku riistu a produkéni vlastnosti.

s produkei vychoziho kmene Brewbactenum sp.”.
Kmen Brewbactenum sp. AO 6/79 se od vycho-

svymi fyziologickymi vlastnostmi, které jsou praje- |
vem genetické zmény. Jedné se o nutriéni pozadav-
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Na rozdil od kmene Brevibacterium sp. CB je

kmen AO 6/79 schopen riist na minimélni pédé
a rozdil v poZadavku, respektive stimulaci ristu
homoserinem je také vyrazny. Za standardnich
podminek (optimélni hladina homoserinu, vychozi

“koncentrace bun&k kultury atd.) byla u kmene CB

naméfena nejvy$i specifick4 ristova rychlost 0,48
hodin™!, v ptipadé kmene podle vynilezu 0,27
hodin~'. P¥i sniZeni obsahu homoserinu v piidé na
1/10 optimdlni hladiny poklesla specifick4 rychlost

‘ristu kmene CB na 38 % vychoziho stavu, u kme-

‘ne podle vynélezu bylo sniZeni riistové rychlosti

vyrazné niZii (75 % standardni hodnoty). Rozdilné
enzymatické vybaveni obou kmend je také doloZi-

- telné kinetikou riistu. Saturaéni konstanta ristu na

sacharéze Cini u kmene CB 105 mg/litr, kdeZto
u kmene podle vynéalezu 259 mg/litr sacharézy.
Pfi testovani produkénich schopnosti za stan-
dardnich podminek nebyly na drovni baiikovych
kultur nalezeny vyrazné rozdily (kmen CB 31,1 g

" lysinu/litr, s koeficientem konverze sacharézy na

lysin 0,174, kmen podle vynalezu 30,5 g lysinu/litr,
s koeficientem 0,170). Podobnych vysledki bylo
dozaZeno ve dvoulitrovych fermentorech (kmen
CB 71,3 g/litr a 0,214, kmen podle vyndlezu
78,1 g/litr a 0,22). Na trovni dvacetilitrovych
fermentord, opét za standardnich podminek, viak

" kmen CB akumuloval 65 g lysinu/litr, s koeficien-

.tem konverze 0,22, kdeZto u kmene podle vynélezu

byla produkce 60 g/htr s koeﬁcxentem konverze v
0,26. T
"~ Kmen Brevxbactenum sp. AO 6/79 byl vyp&sto-—

vén jak pro jednordzovy tak hlavné pro kontinudlini
proces biosyntézy lysinu. Auxotrofni kmeny jsou
ve v&t§{ ¢i mensi mife nestabilni a proto mutanty
supresorového typu jsou se svou fyziologickou
i produkéni stabilitou podloZenou geneticky jed-
nim z méla feSeni pfipravy stabilniho kmene pro
kontinudlni kultivace.

Novy kmen Brevibacterium sp. byl uloZen ve

sbirce - typovych kultur pﬁ THE, Srobsrova < 48,
100 42 Praha 10, pod ¢islem AO 6/79. v_: »
"Bli#§ podrobnosti jsou patrné z ptikladd prove-

deni.

Pfiklady provedeni

~ Piiklad 1

Kulturou kmene Brev1bactenum sp. AO 6/79,

© vyrostlou na Sikmém agaru kompletni pady (J.
' Lederberg, Methods in Med. Res. 3,5—22, 1950),

se v mnoZstvi jedné klicky bunék ockuje 60 ml
inokulaéni pidy v 500 ml varnych baﬁkéch Pida
md toto sloZeni (v % hmot.): ~

sacharéza 2,5
kukufi¢na madeci voda 3,0
" vodovodn{ voda ‘ do 100,0

pH pfed sterilizact 7,0, po sterilizaci 30 minut pfi
120 °C 6,8 az 7,0. Kultivace na rotaéni tfepacce
(240 obr./min., vychylka 25 mm) p#i 28 °C trvala
24 hodin.

Ziskanym vegetativnim inokulem se v mnozstvi

: 10 % obj. ogkuje 20 ml produkéni pidy v 500 ml

5 ‘slozeni (v % hmotn.):

. varnych baﬁkéch tohoto sloZeni (v % hmot.):

- sacharéza 18,0
- kukufi¢n4 madeci voda 1.0
| fosfore¢nan draselny primdrni 0,1
| siran hofeénaty kryst. 0,015
l uhli¢itan vdpenaty 3,0 -
,' :kysely hydrolyzat aradidové mouky 25,0
;\' siran amonny 1,0
.- vodovodni voda do 100,0 .

 Sterilizace 30 minut pfi 120°C; pH upravené

i 25%nim roztokem &pavku na 7,8 aZz 8,0 se po,

. sterilizaci pohybovalo v rozmezi 6,7 az 7,0. Na

- rotatni t¥epa&ce trvala kultivace pti 28 °C 48 a% 96

| hodin. Primé&rnd produkce lysinu v 96. hodiné& byla
30,5 g/litr.

- PFiklad 2
Vegetativnim inokulem pf¥ipravenym jako v ph-,
kladu 1 se v mnoZstvi 7,5 % obj. zaolkuje 800 ml
produkéni piidy, stejného sloZeni jako v pfikladu 1,
. umisténé v laboratornich tancich objemu 2 litry. |
! Sterilizace p¥i 120 °C po dobu 30 minut. Michdni
770 obr./min., vzdu$néni 0,8 litru/min. Priméma
- produkce lysinu v 72, hodiné fermentace byla
78 g/litr. Podle spotfeby a prib&hu fermentace
byla béhem kultivace pfiddvéna sacharéza. :

. PFiklad 3
Kultivace v laboratornich fermentorech o obje-
. mu 20 litrd (pracovni objem 10 litrd) probihala ve
| tfech stupnich: bafikové inokulum — inokula¢ni
. fermentor — produkéni fermentor. Inokulum
v baiikdch bylo pfipraveno jako v ptikladu 1.
Inokulaém fermentor byl plnén pudou tohoto

| sacharéza 25
' kukutiénd madeci voda 3,0
technicky biotin (1 %ni) 0,0006 -
! : thiamin 0,00002
| sojovy olej 0,3 ‘
i vodovodni voda do 100,0

| pH bylo upraveno na hodnotu 6,8 a2 7,0, sterilizace -
pfi 122°C po dobu 60 minut. Fermentor -byl
‘nao&kovén 2 % obyj. baitkového inokula, propaga-
ce probihala 14 hodin, za michdni 350 obr./min.
a vzdusnéni 10 litri/min., p¥i teplot& 28 °C. ;

Tteti stupen, tj. vlastni produkénl proces, prol;-f
hal v pidé tohoto sloZeni tv % hmot.):

sacharéza 18,0

i+ kukufi¢nd mééeci voda 1,0 r
hydrolyzit araSidové mouky 25,0 % obj.
fosfore¢nan draselny primarni 0,2
siran hofeénaty kryst. 0,03
technicky biotin (1 %ni) 0,0005
thiamin 0,00002
polypropylenglykol 0,02 % obj.
vodovodni voda do 10 Litrd

Hodnota pH byla upravena a v priib&hu fermenta-
ce udrZovéna na 6,8 a2 7,0. Jako inokulum slouZilo.
10 % obj. narostlé kultury z druhého stupné&. Podle
spotfeby, pribéhu kultivace a hodnoty pH byla ze
zasobniho roztoku ptidévéna dalii sacharéza. Kul-
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-_tivaéni podminky: michéni 470 obr./min., vzdus- bylo dosahovano v-72. hodiné produkce'63 a% 65 g -
néni 10 litri/min., teplota 28 °C. Podle pouzitych lysinu/litr, s koeficientem konverze sacharézy na

podminek a kvality produk&niho mikroorganismu lysm 0,29 az 0,32,

PREDMET VYNALEZU

"~ Kmen Brevxbactenum sp. AO 6/79 produkujici
L- Iysm



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

