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Novy bakteridln{ kmen Bacillus amyl-
oliquefaciens CCM 3502 vyznadujici se vy-
sokou produkci alfa-amylézy.

Pracuje se bud veddkovym &i kontinu-
élnim zpisobem p¥i pH 5,5 a teploté 25 -
35 °c.

Tvorbe uvedeného enzymu byvé dopro-
vézena tvorbou proteazy.
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Vynélez se tykd nového produk&niho primyslového bakteridlniho kmene Bacillus amylo-
liquefaciens, ktery je vyznaény vysokou produkc{ exoceluldrniho enzymu & -amylézy.
Charakteristickym znakem tohoto nového kmene je schopnost rdstu na Skrobnatych
subatrétech doplninych organickym a anorganickym dusfkem za soulasné produkce enzymu
® _amyldzy. Produkdni vlastnosti (schopnosti) kmene zlstévajl plné zachovény jak p¥i
submersni{ vsédkové, tak kontinudlni kultivaci, kde dochdz{ k maximélni expresi jeho geno-

typue.

Kmen Bacillus amyloliﬁuefaciona byl ziskén r#i{zenou selekc{ vychoz{ho kmene
Bacillus amyloliquefaciens (ktery byl vyizolovén z pidy) v podminkdch kontinudln{ kulti-
vace. Mofnost genetické nestabilnosti kultury za podminek kqntinuélni Xultivace je zné-
mé. Teorie pieristén{ mutant je rozvijena prakticky soub&%n¥ s rozvijenim teorie xontinu-
dlnfch kultivaci{. Kultura vychoziho kmene, 2z kterého byl ziskén novy kmen dle vyndlezu,

gse v chemostatu rozpadala na nizko a vysokoprodukéni motanty.

Kmen podle vynélezu byl zi{skén v podm{nkédch kontinudlnf kultivace na medifch,
jejich aloZeni umoZ¥nilo potlaeni neprodukéni mutanty z vychozi populace. Syntetickéd
pida (zdro; uhlfku glukoza, zdroj dusfku NE4 nebo NOJ) stimulovala vznik nizkoproduké-
nich mutant, a naopak selkdni tlak ptirozeného media (zdroj uhliku Zkrob, zdroj dusiku
"corn - steep liquor") pisobil na pomnoZeni vysokoprodukéni mutanty. Krom& sloZeni media
byla ddlefitym faktorem ¥izené selekce z¥edovac{ rychlost D (h™}) uzitd pri kultivaci v
chemostatu. P¥i nizkfch zredovacich rychlostech (do D = 0,15 h'l) dochédzelo k limitaci
%ivin i v prirozeném mediu, & sloZen{ populace se nezlepdovalo ve prospé&ch vysokopro -
dukénich mutant.

K ziskénf vysokoprodukdnich mutant byly nutné tyto podminky : p¥irozend pida a
zredovaci rychlost v rozmezf od 0,18 do 0,30 h'l. Analyza vysokoproduk&nich mutant i
bundk vychozfho kmene ukdzala, %e b&hem selekce v chemostatu do3lo k zfskéni dodatené
genetické informace, uloZené mimo bakteridln{ chromozom na specidlnim plasmidu. Tato“
plasmidové DNA nebyla u bundk . vychoziho kontrolnfho kmene nikdy zji¥té&na. Zvyéeni pro -
dukce of - amyldzy je soulasnd rizeno jak chromosomélni, tak nové ziskanou plasmidovou
DNA. Zévislost selekce na ristové rychlosti (v podminkdch chemostatu rdstovéd rychlost
= gpedovaci rychlost) byla potvrzena studiem rastovych rychlostf vysokoprodukénich a
neprodukénfch mutant za definovanych podminek. Bylo zjisténo, Ze mej{ rizné maximélni
ristové rychlosti (/umax)’ co? je ziejmé vysledkem rdznych nérokd t&chto dvou mutant na
aminokyseliny. NiZ3{ rdstové rychlost z produkéni mutanty je zplsobena tim, Ze vedle
vliastn{ reprodukce je3t® navic syntetizuje exoceluldrn{ protein, a proto mé vy38{ po -
t¥ebu substrdtu. 2 uvedeného vyplyvé, Ze bez pouiiti piesné defiﬂovanych ztedovacich
rychlost{ urditého sloZené media a soudasné genetické analyzy, by nebylo mo%né ziskat

vysokoprodukéni'mutantu~a charakterizovat jej{ fyziologické a genetické odlidnosti.

Déle je uvedena charakteristika vlastnostf nového bakteridlnfho kmene Bacillus
amyloliquefaciens, jeho%# vzorec kultury je zalazen v %eskoslovenské sbirce mikroorga-

nismd na PPirodovédecké fakultd J. E. Purkyn&, Brno pod &fslem CCM 3502.
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a) Morfologickd pozorovéni

b)

c)

1.

2.

3.

4.

Vegetativni bunky kmene Bacillus amyloliquefaciena jsou Gram=- pozitivnf pohyblivé

tydinky, elektrického a% ¢ylindrického tvaru.

Na tekutych pliddch roste pirevdZné& jako jednotlivé tydinky a jejich dvo jice, z¥f{dka
v Fetfzcich.

Tvorba spof : jedna bunka netvo¥{ vice ne¥ jednu centrdln umf{stdnou endosporu.
Spory Jjsou,termoresistentni.

Rist na pevnych pidéch : kolonie na agaru jsou okrouhlé aZ nepravidelné, vitdinou
prisvitné a# b&lavé. Profil kolonif je pravidelny a plochy. Povrch je v&tZinou
hladky, ale miZe byt na suZdich agarech aZ drsny. U starsich kolonii jsou pozorové~

ny nédznaky pigmentace, kterd zbarvuje kolonie slab& do zelena.

Fysiologické charakteristiky

1.

6.

Kmen kultivoveny aerobn® na glukoze tvof{i kyselinu a kataldzu.

Teplotni optimum kmene je mezi 25 - 35 °C. Teplotn{ meximum je mezi 45 - 55 °c,
Aktivnf rist probihd p#i pH 5,5 - 8,5.

Kmen redukuje NO; ~ na NO,".

Na Skrobnatych substrétech tvor{ kmen znalné mnoZstvi extraceluldrnfho enzymu

ol -amyldzy. Tvorba tohoto enzymu byvé doprovézena tvorbou dalifho extraceluldr -
niho enzymu a to protedzy.
Kmen produkuje bakteriocin inhibujfe{ rlst kmeni Bacillus subtilis 168 a z n&j
odvozenych derivatd.

Genetickd charakteristika

1.

Kmen produkuje restrikini endonukledzu, kterd byla identifikovédna jako restrikdnf
endonukledza shodnd co do velikosti a mnoZstvi restriknich fragmenti DNA 8 restrik-
8n{ endonukledzou BamHI, kterd byla nalezena pouze u kmend Bacillus amyloliquefaci-
ens.,

Bakteridlnf kmen Bacillus amyloliquefaciens CCM 3502 se odliduje od druhu Bacillus
amyloliquefaciens (Bergey 's Manual of Determinative Bacteriology, Eight Edition,
R.E. Buchanan and Wilkins Company, Baltimore 1974) tim, Ze nese plazmidovou DNA o
molekulové hmotnosti 3,4 Mdal., kterd se charakteristickym zpisobem stépt.

PREDMET VYINAKLEZU
Bakteridln{ kmen Bacillus amyloliquefaciens CCM 3502 pro vyrobu enzymuol -~amyldzy

vsédkovym i kontinudlnim zpdsobem,
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provoz 12, Leninova 21, Olomouc
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