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Utelem FeSeni je zvySeni produkce esen-
cidlni aminokyseliny lysinu, ktery synteti-
zuje a v médiu hromadi mutanta bakteridl-
niho druhu Brevibacterium flavum. Plisobe-
nim mutagenu a aplikaci selektivniho mé-
dia byla izolovdna mutanta rezistentni k S-
-({2-aminoethyl)-L-cysteinu a dependentnina
homoserin a leucin, ktera kultivovéna 98 h
v médiu s vhodnym zdrojem uhliku, dusiku
a s minerdlnimi solemi za aerobnich podmi-
nek a pri 28 °C a neutrdlnim pH hromadila
v prostfedi 46 g/l L-lysinu. Lysin, vyuZivany
predevdim jako doplnék krmiv, 1ze takto vy-
rdb&t s vyuZitim mikroorganismi b&Zny¥mi
biotechmologickymi postupy.
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Vynélez se tykd nového kmene mikroorga-
nismu druhu Brevibacterium flavum, rezis-

. tentniho na analog lysinu a dependentniho
jna homoserin a  leucin,” hromadictho pii
“kultivaci v médiu s vhodnym zdrojem uhli-
~ ku, dusfku a minerdlnich solf za aerobnich
podmfne\k a p¥i neutrdlnim pH vysokéd mnoz-
- stvi lysinu.
< p¥i fermentaéni piipravé lysinu se jako
- vhodné produk&ni organismy osv&dfily re-
guladni mutanty rezistentn! k analoglm a-
minokyselin, které nahradily dfive pouZiva-

‘'né auxotrofn{ mutanty, pfedeviim potom
mutanty dependentni ma homoserin.

Z producentd lysinu jsou jako nejvhod-
© - ngjsi -uvadény v literatufe mutanty s vice
genetickymi znaky, tj. napfiklad mutanty
. rezistentn{ k analogu lysinu, které kromé

této rezistence jeSt® vykazovaly dependenci

na n&které aminokyseliny.
Sano a Shilo {Sano K. — I. Shiio: J. Gen.

Appl. Microbiol. 16:373, 1970) zjistili, Ze
- n&které z mutant druhu Brevibacterium fla-

vum rezistentnich % analogu lysiny, tj. k S-

_-(2-aminoethyl)-L-cysteinu (AEC), hromadi

- v médiu relativnd vysokd mnoZstvi lysinu

. (okolo 30 g/1).

‘ Vyznamnymi producenty lysinu byly také

" mutanty druhu Brevibacterium lactofermen-
tum, které byly rezistentn! k AEC a vyZado-
valy k ristu leucin (Tosaka O. — K. Taki-
nami — VY. Hirose: Agr. Biol. Chem. 42:

11181, 1978).

Produkci lysinu prevysme "dosud znéme
© zmin&né kmeny novy kmen Brevibacterium
" flavum, uloZeny w Ceskoslovenské sbirce
“mikroorganismt University-J. E. Purkyng v
" Brn&, tiida Obrdancid miru 10, pod oznate-
“ nim CCM 3736, ktery je pfedmé&tem vyndle-
Zu.

Hlavni vyhodou nového kmene podle vy-
nélezu je podstatn& zvySend produkce ly-
sinu, podmin&n4 jednak rezistenci na ana-
log lysinu, jednak dependenci na homose-
rin a leucin. ZvySend produkce lysinu je
-patrnd p¥i dvoustupriové kuiltivaci tohoto
. kmene v produkénim médiu se sacharézou,
kyselym hydrolyzdtem araSidové mouky, ku-
kufi€nym vyluhem a minerdlnimi solemi w
- baiikdch inkubovanych na rotatni tfepa&ce
< pFfi 28 °C a pH udrZovaném &pavkovou vo-
dou na hodnot# 7,0. Za uvedenych podmi-
-nek se po 96 h kultivace dosdhne produkce
46 g/l

Novy kmen Brevibacterium flavum CCM
3736 je charakterizovdn nésledujicfmi mor-
fologicko-kultivatnimi a . fyziologickymi
- vlastnostmi:

Grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici
kokly a¥ kratké tyinky, vyskytujici se jed-
nio-fliivré, v pérech i v mepravidelnych shlu-
cic

Na masopeptonovém agaru tvolf okrouh-

~ 1é, hladké, 7luté kolénie s rovnymi okraiji.

Na masopeptonovém $ikmém agaru pokry-
v4a Zluty n4rast cely povrch agaru.
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PFi rlistu organismu v bujénu dochézi k
tvorb® zdkalu a sedimentu, ne vSak blanky.

Na krevnim agaru tvofi tento organismus
okrouhlé, Zluté kolénie, nehemolyzujict, s
rovnymi okraji.

Fyziologické wlastnosti:

Optimé&lni teplota — 28 aZ 30 °C
Optimélnf pH — 6,8 aZ 7,2.

Aeorobni organismus.

Zelatinu neztekucuje.

Celulszu nerozkldd4.

Glukézu, fruktdzu, sachardzu zkvaduje.
Skrob hydrolyzuje jen velmi slabé&.
Dusiénany redukuje.

Sirovodik netvofi.

Indol netvoFi.

Test na kataldsu: pozitivnl
Voges-Proskauerllv test: negativni.

K ristu vyZaduje z vitamin® biotin a z a-
minokyselin homoserin a leucin.

Vychozi kmen Brevibacterium flavum
CCM 251 se kultivuje 24 ‘hod v kompletnim
médiu a bun&tnd suspenze po promyti fos-
fatovym pufrem (pH — 7,2) se vystavi 18-
hodinovému plsobeni 0,05 M roztoku ethyl-
methansulfonatu v pufru (pH — 7,2). Sus-
penze po aplikaci mutagenu se 2X promyje
sterilni destilovanou vodou a vyolkuje se
po nafed&ni na plotny s minimélnim mé-
diem dopin&nym kromé biotinu a thiaminu
jestd 10 mg/ml S-(2-aminoethyl)-L-cysteinu,
0,01 mg/ml L-homoserinu & 0,01 mg/ml L-
-leucinu.

Kolonie, které vyrostly na plotndch s ho-
moserinem a leucinem, se vyotkuji na 3ik-
mé masopeptonové agary. 'Isolaty vyrostlé
na $ikmych agarech se testujf na stupeii re-
zistence, na dependenci na homoserin a na
leucin a d4le je zji¥tovdna schopnost pro-
dukovat lysin.

Podrobnosti vynédlezu vyplyvajf z ndsledu-
jicich pifkladh provedent.

PFifklad 1

Mikroorganismus Brevibacterium flavum
CCM 251 se otkuje do 60 ml kompletniho
meédia v 750 ml Erlenmayerové bafice né-
sledu]imho sloZeni:

glukéza 05 %
hydrolyz4t kaseinu 10
vyluh droZdi 0,5
dihydrogenfosforetnan
draselny 0,3
hydrogenfosforetnan
draselny 0,1
roztok soli 1,0 ml
na 1000 ml
média
na 1000 ml média

agar 2,5
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(Roztok soli jg roztok 0,5 g heptahydrétu

sfranu Zeleznatého a 0,5 g pentahydrétu si-
ranu manganatého ve 100 ml vody.}

Zaofkovand balika se inkubuje ne recip-
roke tFepatce (pofet kyvl 91/min, délka
kyvit = 9 cm) p¥i 28 °C 24h. Bun&fnd sus-
penze se potom 2X promyje fosfatovym
pufrem (pH — 7,2) a po promyti se vystavi
18hodinovémiu plisobeni 0,05 M roztoku e-
thylmethansulfondtu ve fosfatovém pufru
{pH — 7,2). Potom se buné&fné suspenze
2X promyje sterilni destilovanou vodou,
vhodné nafedi a zFed&nou suspenzi se ofku-
ji plotny s minimélnim medlem nésleduji-
ctho sloZeni:

glukéza 0,1 %
citran sodny 0,04
hydrogenfosfore€nan
draselny 0,2
dihydrogenfosforefnan roztok 14 g ve
draselny 100 ml vody;

50 ml roztoku
na 1000 ml média
siran amonny 0,1
siran hoFe¢naty kryst. 0,01
roztok soli Fe a Mn jako vySe
agar 2,5

Minimdlni médium $e dopliuje roztokem
biotinu a thiaminu. Do 1.000 ml média se
pFidd 1 ml roztoku 0,02 g biotinu ve 100 ml
vody a 1 ml roztoku 0,04 g thiaminu ve 100
mililitrd vody. Potom se médium jeSté do-
plni 10 mg/ml S§-(2-aminoethyl]}-L-cysteinu
a 0,01 mg/ml L-homoserinu. .

Plotny se inkubuji 96 h pii 28 °C a kolé-
nie vyrostlé na plotndch se sterilnimi razi-
dly prenesou na plotny s minimélnim mé-
diem obsahujicim kromé biotinu, thiaminu
jen homoserin a na plotny s 0,01 mg/ml L-
-homoserinu a 0,01 mg/m! L-leucinu. Kolo-
nie, které vyrostly na plotndch s homoseri-
nem a leucinem, ne vSak na plotnédch obsa-
hujicich jen homoserin, se vyokuji na ma-
sopeptonové agary. Izoldty vyrostlé na Sik-
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mych agarech se testujf na stupeil rezisten-
ce na analog lysinu, na dependenci na ho-
moserin a leucin a na schopnost produko-
vat lysin.

Pfiklad 2 '

Kulturou kmene Brevibacterium flavum
CCM 3736, 24 h starou, se ofkuje 60 mil ino-
kula€niho média v 500 ml varnych baiikdch.
Stejnym zplsobem se naofkuje kontrola,
kterou je vychozi kmen Brevibacterium fla-

vum CCM 251. SloZeni inokulaéniho média
je nasledupcl

sacharéza 2,5 %
kukufFiény vfluh

{65% susiny) 30
pH 7,0

Zaotkované bariky se inkubujf na rota¢ni
tfepalce (220 otdfek za min., vystiednik -
— 25cm) 24 h pri 28°C. 2 % (obj.) se
ofkujl 500 ml varné baiiky s 20 ml produkg-
nitho média nésledujiciho sloZeni:
sacharéza 180 %
kysely hydrolyzat ° 30,0 %

araSidové mouky [obj.) -
kukuFitny vyluh

{65% sus.) 1,0 %
dihydrogenfosforetnan

draselny 0,2
siran hofetnaty kryst. 0,03
uhliitan vdpenaty 2,0
siran Zeleznaty Kkryst. 0,002
siran manganaty kryst. 0,002
biotin 0,00005
thiamin {hydrochlorid) - 0,0002
pH 7,0

Béhem kultivace se upravuje |pH ve 24ho-
dinovych intervalech ¢pavkovou vodou ma
hodnotu 7,0 aZ 7,2. Doba kultivace je 96-h.
Lysin se stanovw]e manometricky s pouZitim
dekarboxylazy lysinu.

Produkce lysinu v 96. ‘h kultivace &inila
46 g/l (produkce kontroly 40 g/1).

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Brevibacterium fla-

vum CCM 3738 produkujici lysin, rezistent-

ni k S-(2-aminoethyl}-L-cysteinu, depen-
dentni na homoserin a leucin.
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