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(54) Bakteridlni kmen Bacillus subtilis CCM 3853

ReSenf se tyk4 bakteridlnfho kmene Bacil-
lus subtilis bez termorezistentnich spdr syn-
tetizujicfho exoceluldrni{ protedzy, uloZeného
v Ceskoslovenské sbirce mikroorganismi v Brné
pod &fslem CCM 3 853. V¢hodou mutantniho kme-
ne je to, ¥e p¥i kultivaci v tekutych nebo
pevngch médifch nevytvo¥{i v prib&hu 48 hodin
p¥i 28 °OC termorezistentni spdry. Bakteridl-
n{ kmen Bacillus subtilis lze vyuZit k pri-
myslové produkci exoceluldrnich protedz, po-
u¥itelngch nap¥iklad k p¥{pravé pracich prés-
k& i k hydrol§ze a odstrafiovdni rdznych bil-
kovinnych materidlu.
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vyndlez se tyk4d nového bakteridlnfho kmene Bacillus substilis CCM 3 853 bez thermorezis-
tentnich spdr a syntetizujiciho exoceluldrni protedzy. Charakteristickymi znaky nového kmene
je schopnost ristu a tvorby protedz ve stejngych tekutych ¥ivnych médifch jako vgchoz{ kmen,
v nich¥ vBak nevytvo¥{ b&hem 48 hodin p¥i 28 °C termorezistentnf spdry. Spdry nevytvo¥{ b&hem
48 hodin ani ve zvld3tnim sporula&nim médiu.

Je znémo, %e p¥i vyrob& exoceluldrnich enzymi, v&etn& protedz, pomoci bacill, je produkt
kqntaminovdn termorezistentnimi spdrami produkénfho kmene. To p¥edstavuje ur&itou nevghodu
jak z hygienického hlediska, tak i z technologického hlediska, protoZe se zvySujf ndroky na
ndslednou sterilizaci fermentadniho za¥izenf. Souasné& se zvySuje nebezpei kontamiace jingch
fermentac{ a vyrobkd termorezistentnimi spdérami Bacillus subtilis.

Naproti tomu je v&t¥ina asporogennich mutant bacilll neschopnd tvofit exoceluldrni pro-
tedzy. '

Tyto nevyhody odstranuje .bakteridln{ kmen Bacillus subtilis bez termorezistentnich spor
a syntetizujfc{ exoceluldrnf{ protedzy. Po mutagennim pisobeni a v§sevu mutant na pevné agaro-
vé %2ivné médium obsahujfcf kasein byla sledovédna soulasn& u jednotlivych kolonif jak schopnost
tvofit protedzu, tak i zm&ndny tvar kolonie, ktery obvykle indikuje ztrdtu schopnosti sporu-
lovat. Tento postup vedl k ziskdni mutanty syntetizujicf exoceluldrnfi protedzy bez termorezi-
stentnfch spér.

Kmen byl zIskédn po pisobenf mutagenu ethylmetansulfondtu na vyklifend spory nédsledujlcim
zplsobem: spéry vychoziho kmene 115 (AO 201 638, uloZeného v &s. sbirce mikroorganismi pod
&islem CCM 3 622) byly aktivovédny v 0,1 M fosfdtovém pufru o pH 7,2 zahfatim na 70 °¢ po dobu
15 minut a vykli&eny v roztoku minerdlnich solf o pH 7,2 doplnénych glukdzou (5 mg/ml} a

- kvasni®nym extraktem (0,2 mg/ml) bdhem 1 hodiny p¥i 35 c. Vykli&end kultura byla pEenesena

do fosfdtového pufru a mutagenizovéna pisobenim 0,1 M etylmetansulfondtu za tfepdni po dobu
17 hodin p¥i 30 °c. Stupefi pfeZit{ vykli{&enych spdér byl 1%.

Mutagenizovand kultura byla odst¥ed&na, promyta fosfdtovym pufrem a po resuspendovdni ve
fosfdtovém pufru vyseta na kaseinovy agar, Kolonie li¥fcf se od vychoziho kmene bud morfolo-
gicky, nebo velikostf zdny natrdveného kaseinu byly podrobeny podrobn&jSimu zkouméni. Ziskané
kmeny byly lyofilizovédny v 10% laktinu.

Didle jsou uvedeny charakteristiky vlastnosti nového bakteridlniho kmene 115/6. Vzorek

této mutanty je ulo¥en v ¥eskoslovenské sbfrce mikroorganismd v Brn& pod &fslem CCM/3 853.

a) Morfologickd a ristovd charakteristika

V¢choz{ kmen 115 i mutanta 115/6 jsou tenké grampozitivni ty&inky, rostouci v médiu s mi-
ner&lnimi solemi a glukdzou 5 mg/ml v&t3inou jednotlivé& nebo ve dvojicich. Specifickd rustovéd

1 (genera&ni doba

rychlost obou se v tomto. médiu p¥i 30 ¢ pohybuje v rozmezf 0,43-0,55 h”
1,3-1,6 h). PFi vysevu na Zivnou pldu (Nutrient agar Difco) roste kmen 115 ve form& hladkych
kolonii s mirn& nepravidelnymi okraji a mutanta ve form& velkych nfzkych kolonif, uprost¥ed

lesklych, s ryhami paprs¢ité se rozbfhajfcimi od st¥edu.
b) Schopnost tvo¥it protedzy

v¢choz{ sporulujfcf kmen 115 i od n&ho odvozend mutanta byla kultivovdna za t¥epdni 48
hodin p¥i 28 9¢ v médiu obsahujfcim 5% sladinku, 1 % suSenych kvasnic, 2 % sudeného mléka
Laktino a 5 % uhliZitanu vépenatého (vychoz{i pH 7,5). Po 48 hodindch byly kultury odst¥edény
a v supernatantech stanovena proteolytick& aktivita p¥i pH 7,2 a 1% kaseinovym substréitem.
Proteolytickd aktivita je vyjdd¥ena v tyrosinovych jednotkdch (TU/ml).
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kmen 1. pokus 2. pokus 3. pokus
115 59,5 33,7 26,7
115/6 51,0 39,0 28,2

¢) Schopnost tvo¥it termorezistentni spdry

Kultury vyrostlé za 8 hodin p¥i 30 °¢ v minerdlnim médiu s 1 % glukézy a 0,2 mg/ml kvas-
ni&ného extraktu byly odst¥ed&ny a resuspendovdny na optickou hustotu odpovidajici 1 mg/ml
sufiny ve sporuladnim médiu ndsledujfciho sloZeni Mgs0,.7 H,0 - 0,5 mM; K,HPO, 10 mM: CaCl2
0,3 mM; octan sodny 5 mM; jantaran sodny 2 mM; pH 7,2.

Kultury byly potom za t¥epdni inkubovény 48 hodin p¥i 28 %c. Obsah termorezistentnich
spbr byl zji%fov&n vyodkovanim vzorkd inaktivovangch 15 minut p#i 75 °C na Nutrient agar Difco.
Polet kolonii vyrostlych po z¥ed&ni 0-10"7 byl zji%fovdn po 24 hodin&ch. V rodi&ovské kultufe

10

(115) byla zji3té&na p¥{tomnost 2.3x10 termorezistentnich spdér v 1 ml.

V kultufe mutanty nebyla zji%t&na p¥itomnost %4dnych termorezistentnich spoér. Ani mikro-
skopickou kontrolou nebyly u mutanty v bufik&ch spdry zjiSt&ny. V pokuse v produkénim sladin-
kovém médiu (viz b) vytvo¥il rodi&ovsky kmen po 48 hodindch 2,9x10° termorezistentnich spér
v 1lml (z 1,7x109 bun&k/ml) . Mutanta termorezistentni spdry nevytvo¥ila.

Mutantu podle vyndlezu lze vyuZit k primyslové produkci exoceluldrnich protedz, pouZitel-
nych nap¥iklad k pfiprav® pracich prd¥kd i k hydrolyze a odstrafiovdni ruzngch bilkovinngch
materidlu.

PREDMET VYNALEGZU

Bakteridlni kmen Bacillus subtilis CCM 3 853 bez termorezistentnich spdr syntetizujfci

exoceluldrnf protedzy.
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