SOCIALISTICKA
REPUBLIKA
(19)

CESNOSLOVENSKA p

)PIS VYNALEZU
K AUTORSKEMU OSVEDCEN|

(22} TIFihlaseno 11 07 83
(21) (PV 5214-83)

(40) zverejnéno 31 08 84

ORAD PRO VYNALEZY | (45) Vydano 15 01 87
A OBJEVY

234909

(11) (B1)

(51) Int. CL3
C12N 1/23

(75)

Autor vynélezu KONICKOVA MILUSE RNDr. CSc., SMEKAL FRANTISEK RNDr. Csc.,

KRUMPHANZL VLADIMIR prof. 1ng DrSc., PRAHA

(34) Priimyslovy bakteridlni kmen Brevibacterium sp. CCM 3633

1

Vynélez se tyka primyslového bakteriil-
niho kmene Brevibacterium sp. CCM 3633,
uloZeny v Ceskoslovenské sbirce mlkroor—
ganismd University J. E. Purkyng, t¥. Obran-
¢l miru 10, Brno, pod oznatenim CCM &is-
lo 3633.

Vyznatuje se zvySenou produkci esenci-
alni aminokyseliny proti vychozimu rodi-
Covskému kmeni Brevibacterium sp.
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Vynédlez se tykd nového pramyslového
bakteridlniho kmene Brevibacterium sp.
CoOM 48135, produkujiciho L-lysin ve zvy3s-
ném vytéZku. Kultivace probihd v tekutych
fermentaénich médiich, kterd obsahuji ja-
ko hlavni zdroj uhliku pro rfst a produkci
esencidlni aminokyseliny, sacharidy (sacha-
rozu mebo jiné cukry) a jako zdroj dusiku
kukuliény extrakt, hydrolyzat araSidové
mouky a dalsi rlistové faktory v&etn& mine-
rdlnich soli.

Podstatou vynédlezu je novy primyslovy
kmen Brevibacterium sp. M27/P34 produku-
jici L-lysin, ulc¥eny v Ceskoslovensks sbir-
ce mikroorganismti University J. E. Purky-
né, t¥. Obranci miru 10, Brno, pod oznale-
nim CCM ¢islo 3633.

Zpisob pFipravy nového produkéniho
kmene Brevibacterium sp. je zaloZen na ap-
likaci mutagenniho faktoru N-methyl-N'-ni-
tro-N-nitrosoguanidinu, ktery indukuje no-
vé mutantni kmeny charakterizované jinym
typem pigmentace. Ziskani chromogenni
mutanti se ddle vyznatuji zvySenou produk-
ci esencidlni aminekyseliny proti vychozi-
mu rodi¢ovskému kmeni Brevibacterium sp.

.Timto zplsobem byl pf¥ipraven chromo-
genni mutant s rfiZovou pigmentaci. Jako
vychozi materidl pro mutagenesi byl pouZit
kmen Brevibacterium sp. M27 hom~AECK
svétle Zluté pigmentace, produkujici v pri-
meérun 30,5 g/l L-lysinu po 96hod. kultivaci.

Déle je uvedena morfologickd a fyziolo--

gicka charakteristika kmene podle vynédlezu
oznadeného jako Brevibacterium sp. M 27/
/P34,

Mor‘fologie kmene:

a) kolonie na kompletni agarové pidé po
72 hod. kultivace pFi 29 °C

tvar okrouhly

okraje mirné vroubkované

povrch matny

profil konvexni s mirng vyraznym
stfedem

barva rfiZovéa

velikost 2 aZ 3 mm

b) mikroskopicky

""" tydinky silné kratké i deldi, tasté uspo-
F&dani ve dvojicich
velikost:
Sitka 1,0 8Z 1,2 u
délka 2,0 aZ 3,6 ¢

barveni podle Grama positivni

- Goneticks charakteristika:

kmen je dependentni na homoserin a
resistentni k AEC.

U rodidovského kmene Brevibacterium.sp.
M27 a u mutantniho kmene se zménénou
pigmentovou charakteristikou bylo provede-
no testovani utilizace nékterych zdroji C a
N a stanoveny dalS$i jejich biochemické
vlastnosti.

Substréat Kontrola . n Testovany.
M27 - . produkéni mu-

s A ~ tantnf kmen

- M27/p34 -

CCM 36833 .
glukoza + +
laktoza — —
sacharoza = o -+
indol — —_
sirovodik —_ —_
modcovina + -+
red. NOs3 + +
citréat + +
manit — —
pohyblivost — —_

Z tabulky vyplyvé, Ze zdkladni biochemic-
k& charakteristika mutantniho kmene a ro-
ditovského kmene Brevibacterium sp. M27
je totoZna.

Postup ziskani mutantnich kmeni

Za tfelem ziskdni mutantnich kment Bre-
vibacterium sp. M27 se zmé&nénou pigmenta-
ci a zvySenou produkci esencidlni aminoky-
seliny bylo pro 8lecht&ni rodi€ovského kme-
ne pouZito mutatniho procesu. Jako muta-
gen byla zvolena Géinnd chemické latka N-

-methyl-N‘-nitroso-N-nitroguanidin = (Kooh-
-Light, England).

Suspenze bakterii z exponencidlni féaze
ristu byla pfipravena kultivaci v tekuté
kompletni plidé po dobu 24 hod. p¥i 29 °C.
Po promyti a resuspendovdni bun&k v 0,2
M tris-maleinovém pufru o pH 6,0 byl sta-
noven vychozi poet bun&k vyotkovanim
riiznych Ffed&ni kultury na sérii Petriho mi-
sek s kompletni agarovou pGdou. K odmé&fe-
né &ésti suspenze byl pfiddn mutagen roz-
pustény v pufru v takovém mnoZstvi, aby
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konetnd koncentrace byla 1 mg/mL. Reaké-
ni{ smés byla inkubovédna ve vodni lazni pii
29 °C. Zastaveni plisobeni mutagenu bylo
provedeno pfiddnim desetindsobného mnoZ-
stvi 4 °C chladného tris-maleinového pufru
a zcentrifugovdnim. Bylo zvoleno mné&kolik
dob plisobeni mutagenu, aby pieZiti bungk
bylo v rozmezi od 10 do 0,1:%. Po piisobeni
mutagenu byla suspenze vyotkovéna na
kompletni agarovou piidu a inkubovédna 72
hodin pfi 29 °C. Potom byly izolovany a da-
le hodnoceny kolonie se zmé&n&nou pigmen-
taci. ‘

Fermentatni hodnoceni chromogenniho
mutanta Brevibacterium sp. M27 bylo pro-
vad&no na tekutych Zivnych plidach v baii-
kéch v laboratornim méfitku na rota&ni tie-
pacce pFi teploté 29 °C po dobu 96 hod. kul-
tivace.

Zptsob fermentace a produkce lysinu mu-
tantnim kmenem uvadi nésledujici piiklad.

Pfiklad

Kulturou produk&niho mutanta Brevibac-
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terium sp. M27/P34 se zaofkuje 50 ml ino-
kulatniho média ve varné bafice o obsahu
500 mil. SloZeni média: sachardza tech. 20
grami, octan sodny kryst. 40 g, kukufiény
extrakt (60 % hmot. su3.) 30 g, voda dest.
ad 1000 ml. Zaotkovand kultura se kultivu-
je na rotaéni tfepatce {240 ot. min~!) p¥i
29 °C po dobu 18 aZ 24 hod. Vyrostlou kul-
turou v mnoZstvi 10 % objemu je zaotkova-
no 20 ml fermentatniho média (ve varné
batice o obsahu 500 ml) nésledujiciho slo-
Zenl: sacharoza tech. 180 g, hydrolyséat ara-
§idové mouky 200 ml, cornsteep (60 % sus.)
10 g, hydrogenfosforetnan draselny 1 g, si-
ran hofe€naty kryst. 0,1 g, uhlifitan vdpena-
ty mlety 30 g, voda dest. ad 1000 ml, pH

‘fermentatniho média po sterilizaci 6,8 aZ

7,0. Kultivace se provadi na rotaéni t¥epat-
ce p¥i 29 °C po dobu 96 hod. V priib&hu fer-
mentace se upravuje pH 10% roztokem a-
moniaku na hodnotu 7,0. Produkce lysinu u
chromogenniho mutanta Brevibacterium sp.
M27/P34 &ini 52,3 g lysinu/l fermentatniho
média/96 hod. fermentace.

PREDMET VYNALEZU

Primyslovy bakteridlni kmen Brevibacterium sp. CCM 3633 produkujici L-lysin.
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