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{(54) Kmen mikroorganismu Corynebacterium glutamicum CCM 3866

" O%elem ¥feSen{ se produkce esenci&lni
aminokyseliny lysinu v mediu se sachardzou
nebo melasou jako zdrojem uhliku. Lysin
syntetizuje a v mediu hromadi mutanta bak-
teriélniho druhu Corynebacterium glutamicum.
Pisobenim mutagenu a aplikacf selektivnich
medif byla izolovéna mutanta rezistentni
k S-{2-aminoethyl)~L-cysteinu, dependentni
na homoserin a citlivd na 2-fluorpyruvit,
kter& kultivovéna 4 dny v mediu se sacha-
rdzou nebo melasou jako zdrojem uhliku,
hydrolyz&tem araZfidové mouky, kuku¥i&nym

" v§luhem a siranem amonnym jako zdroji du-
siku a s minerdlnimi solemi hromadila pF¥i
vysoké konverzi za aerobnich podminek p¥i
28 ©°C a neutrdlnim pH v prost¥edi 57 g/l
L-lysinu. Lysin, vyu%fivany pfedeviim jako
dopln&k krmiv, lze takto vyréb&t s vyuZi-
tim mikroorganismi b&Zngmi technologickymi
postupy.
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Vyndlez se tykd nového kmene mikroorganismu druhu Corynebacterium glutamicum, rezistent-
niho k analogu lysinu, dependentniho na homoserin a citlivého na 2~fluorpyruvét, ktery v mediu
s vhodnym zdrojem uhliku a dusfku hromadil p¥i vysoké konverzi uhlikatého zdroje za aerobnich
podminek a p¥i neutr&lnim pH vysokd mnoZstv{i lysinu.

Jako producenti lysinu, vhodnf pro jeho vyrobu fermenta&ni cestou, se osvéd¥ily mutanty
koryneformnich bakteri{, které krom¥ dependence na aminokyseliny byly sou¥asnd rezistentni

k analogim aminokyselin.

Kdy% v8ak bylo zji¥téno (Tosaka, O.-Morioka, H.-Takinami, K.: Abstracts of Papers, Ge-
neral Meeting of Agric. Biol. Chem. Soc. Japan, 1978, p. 176), %¥e mutanty citlivé k 2-fluor-
pyruvdtu produkujf relativn& vysokd mnoZstvi lysinu, byla ov&fovédna mo¥nost izolace mutant
rodl Brevibacterium a Corynebacterium, které by krom& genetickych znakid, chrakteristickych
pro produkci lysinu, tj. rezistence k S=-(2-aminoethyl)-L-cysteinu a dependence na homoserin,
vykazovaly také citlivost k 2-fluorpyruvdtu (US pat. 4 275 157, 157, 1981).

Tak byla izolovédna nap¥. mutanta Corynebacterium acetoglutamicum, rezistentnf k S-(2-
-aminoethyl)~L-cysteinu, dependentni na homoserin a alanin, citlivd na 2-fluorpyruvédt a pro-
dukujfci v mediu s glukdzou 39 g/l L~lysinu p¥i konverzi 39 %. S mutantou Brevibacterium
flavum rezistentn{ k S-(2-aminoethyl)-L-cysteinu a citlivou na 2-fluorpyruvidt bylo v mediu,
kde zdrojem uhlfku byla opdt glukdza, dosaZeno produkce a% 51 g/1 L-lysinu (Ozaki, H.-Shiio,
I.: Agr. Biol, Chem., 47: 1569, 1983}.

Produkc{ lysinu pf¥evy$uje dosud zndmé zmin&né kmeny kmen Coxynebacterium glutamicum,
uloZeny v Ceskoslovenské sbirce mikroorganism8 Univerzity J. E. Purkyn& v Brn&, t¥ida Obréncyd
miru 10, pod oznalenim CCM 3 866, ktery je pfedm&tem vynédlezu.

Hlavni vyhodou nového kmene podle vyndlezu je jeho schopnost produkovat vysok4 mnoifstvi
lysinu s vysokou G&innosti konverze uhlfkatého zdroje. P¥i kultivaci nového kmene v produk&-
nim mediu se sacharosou nebo melasou jako zdroji uhliku, s kyselym hydrolyzitem araZfdové
mouky, kukufiénym vyluhem a siranem amonnym jako zdroji dusiku a s minerdlnimi solemi v bah-
k&ch inkubovanych na rotadni t¥epa&ce pt¥i 28 °C a pH udrfovaném vodnym roztokem &pavku na pH
7,0 lze dosdhnout po 4denni kultivaci produkce lysinu 50 g/l (s melasou) a 57 g/l (se sacha-
rozou) p¥i konverzi 30 a 35 %.

Novy kmen Corynebacterium glutamicum CCM 3 866 je charakterizovdn nédsledujfcimi morfo-
logicko~kultivadnimi a fyziologickymi vlastnostmi:

Grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici kokky af krédtké tydinky, vyskytujlci se jed-
notlivé, v pdrech i v nepravidelnych shlucich.

Na masopeptonovém agaru tvof{ okrouhlé, hladké, lesklé, krémov& bilé kolonie, s rovnymi
okraji.

Na masopeptonovém Sikmém agaru vytvafi intenzivni bily ndrdst po celém povrchu agaru,
k pigmentaci nedoch&dzi.

P¥i rdstu v bujdnu dochdzf k tvorb& zdkalu a sedimentu, blanka se netvofi.

Na krevnim agaru tvo¥{ kulaté, hladké, Sedé kolonie, s rovnymi okraji, nehemolyzujici.

Fyziologické vlastnosti:

Optimé&lni teplota: 27 a%¥ 32 °c.
Optimdln{ pH: 7,0 aZ 7,2.

Aerobni organismus .

Jelatinu neztekucuje .

Lakmusové mléko odbarvuje, ale nesrdZi.
Glukdzu, fruktozu a sachardzu zkvasuje,
Skrob hydrolyzuje jen slab&.
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Celuldzu nerozkl&dé «

Dusi&nany neredukuje.

Sirovod{k netvo¥i.

Indol netvof¥i.

Test na kataldzu: pozitivni.

Test na methylenovou mod¥: negativni,
Voges~Proskauerlv test: negativni.

K ristu vyfaduje z vitamind biotin a z aminokyselin homoserin.

V§chozi kmen Corynebacterium glutamicum CCM 3 287, rezistentni k S-(2-aminoethyl)-L-
-cysteinu a dependentnf na homoserin, se submersné kultivuje ?7 h v kompletnim mediu a bund&-
né suspenze se po promyti{ fosfdtovym pufrem (pH 7,2) vystavi 18hodinovému pisobeni 0,05M
roztoku ethylmethansulfondtu ve fosfétovém pufru (pH 7,2).

Bun&&nd suspenze se po aplikaci mutagenu promyje sterilni destilovanou vodou a 5 % (obj.)
promyté suspenze se olkuje bafika s kompletnim mediem, kter4 se inkubuje 24 h. Promytou suspen-
z{ vhodn& na¥edé&nou se ofkuji plotny s minimdlnim mediem dopln&nym homoserinem. Kolonie vy-
rostlé na plotn&ch se sterilnimi razidly pFfenesou na plotny s minimdlnfim mediem dopln&ngm

homoserinem a plotny s minimdlnim mediem s homoserinem a 2-fluorpyruvitem.

Mutanty citlivé na fluorpyruvit se vyolkujf na Zikmé masopeptonové agary. Isoldty vy-
rostlé na Zikmgch agarech se po otestovdni stupné rezistence k S-(2-aminoethyl)-L-cysteinu,
dependence na homoserin a citlivosti na 2-fluorpyruvdt produk&né hodnotfi v produk&nim mediu
se sachardzou nebo melasou.

Podrobnosti vyndlezu vyplyvajf z ndsledujicich p¥ikladi provedeni:

P¥{klad 1

Mikroorganismem Corynebacterium glutamicum CCM 3 287 se oCkuje 60 ml kompletnfho media
v 500ml varné bafice. Slofeni kompletnfho media je nésledujici:

glukdza 0,5 %

hydrolyzé4t kaseinu 1,0

kvasni&ny extrakt 0,5

KH2PO4 0,3

1(21-11’04 0,1

roztok soli 1 ml/1 000 ml media

(Roztok solf je roztok 0,5 g Feso4.7 H,0a 0,5¢g MnSO4 .4 H,0 ve 100 ml vody.)

2 2

Zaotkovand banka se inkubuje na rotadni t¥epadce (frekvence otdlek - 3,7, vyst¥ednik -
25 mm) 24 h p¥i 28 °c. Bun&¥n4 suspenze se potom 2x promyje fosfétovym pufrem (pH 7,2) a po
promyt{ se vystavi 18hodinovému pisobeni 0,05M roztoku ethylmethansulfondtu ve fosfitovém
pufru (pH 7,2).

Po aplikaci mutagenu se suspenze 2x promyje sterilni destilovanou vodou a 5 % (obj.)
suspenze se olkuje 500ml varnd banka se 60 ml kompletnfho media, kterd se inkubuje 24 h p¥i
28 °C na rota&ni t¥epalce. Bun&®nd suspenze se 2x promyje sterilni destilovanou vodou a vhod-
né nafed®nou suspenzi se ofkuji plotny s minimilnim médiem doplnéné 0,001 mg/ml L-homoserinu.
Slo%enf minimdlnfho media je nédsledujici:

glukdza 0,1 %
ritran sodny 0,04
0,7
0,2
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(NH4)2SO4
Mgs0, . 7 H,0
roztok biotinu

0,1

0,01

2 mg/1 000 ml
1 ml/1 000 ml
2,5 %

roztok soll
agar

(Roztok soli je roztok 0,5 g Feso, .7 H,0 a 0,5 g MnSO, . 4 H,0 ve 100 ml vody.)

Kolonie, vyrostlé na plotnich po 2-3 dnech inkubace p¥i 28 0C, byly sterilnimi razidly
pfeneseny na plotny s minimdlnim mediem, doplnéné jednak homoserinem a jednak homoserinem a
10 pg/ml 2-fluorpyruvitu sodného..Mutanty citlivé na fluorpyruvdt se vyolkuji na Sikmé maso-
peptonové agary a isolédty vyrostlé na agarech se jednak testuji na stupen rezistence k S-(2-
~aminoethyl)-L-cysteinu, na dependenci na homoserin a citlivost na 2-fluorpyruvédt, jednak se
zji%tuje jejich schopnost produkovat lysin v produkénich mediich se sachardzou nebo melasou
jako zdroji uhlfku.

P¥{L{klad 2

Kulturou kmene Corynebacterium glutamicum CCM 3 866, 24 h starou, se o&kuje 60 ml inoku-
la&niho media CSL~B~S v 500ml varnych bafikich. Slo%eni inokula®niho media je nésledujfci:

sachardza 2,5 %
kuku¥iény vyluh (65 % suSiny) 3,0
pH 7,0

Zao8kované banky se inkubuji na rota®nif t¥epalce (frekvence otd&ek - 3,7, vystfednik -
25 mm) 24 h p¥i 28 ©C. 10 % (obj.) inokula se o¥kuji 500ml varné banky s 20 ml produk&niho
media BS nebo BM nédsledujfciho sloZeni:

Medium BS: sachardza 15,0 %
hydrolyzét aradfdové mouky 20,0 % (obj.)
kuku¥i&ny vyluh 1,5 %
(NH4)2SO4 1,5
KH2P04 0,2
MgSO4 .7 H20 0,03
CaCO3 2,0

‘FeSO4 7 HZO 0,002 %
MnSO4 . 4 HZO 0,002
biotin (technicky) 0,00005
pH 7.0

Medium BM: melasa 30,0 &
hydrolyzédt ara¥idové mouky 15,0 % (obj.)
kuku¥i&ny vyluh 1,5 %
(NH4)2504 1,5
KH2PO4 0,2
MgSO4 .7 HZO 0,03
CaCO3 2,0
FesO, . 7 H,0 0,002
MnSO, . 4 Hy0 0,002
biotin (technicky) 0,00005
pH 7,0

Béhem 4denni kultivace se pH upravuje ve 24hodinovych intervalech vcdngm roztcokem &pavku
na hodnotu 7,0-7,2. Na konci kultivace se stanovi obsah lysinu a cukru v kultiva&ni tekuting.
Lysin se stanovuje manometricky s pouZitim dekarboxyldzy lysinu a cukr jake glukdza s pouZi~
tim analyzétoru glukdzy Glucose Analyzer 2 (Beckman, U.S.A.,.



5 246669

Produkce lysinu po 4 dnech kultivace v mediu BS je 57 g/l (konverze - 35 %) a v mediu
BM 50 g/1 (konverze - 30 %).

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Corynebacterium glutamicum CCM 3 866, rezistentnf k S~(2-aminoethyl)-

~L-cysteinu, dependentni na homoserin a citlivy na 2-fluorpyruvédt, produkujici p¥i vysoké
konverzi lysin.
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