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(54) Zpasob Slechténi mikroorganismu Bacillus subtilis a vySlechtény kmen

Vyndlez se tykéd zplsobu Zlechténf mikro-
organismu Bacillus subtilis powmoci muta-
gennich zdsehl) Ne-nitro=N-nitroso-metyl-
-guanidinem, N-nitroso-metylmolovinu a

- selekce mezi mutagennfmi pokusy, kterd
sleduje produkci exoproteaz e vede k izo-
laci kmene se stabiln{ produkc{ exoproteaz
o aktivité 8 000 Z 10 000 SRN.
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Vyndlez se tykd Zlecht¥nf mikroorgenismu Bacillus subtilis, zejména jeho kmene
UV 120, za u¥elem ziskénf jeho nového kmene se zvySenou produkti exoprotedz 1 Jeho
sporulece, ddvajfcf zdruky e pF¥edpoklady pro jeho vyuiitelnost pro ptipravu krmného
bioprepardtu pouiitelného jeko p¥iprevek do krmive hospodd¥skych zvifet.

Se sporula¥nf fdz{ je u bakteridlnich mikroorgenismi spojens Fada biosyntetickjch
aktivit, které t¥sndji nebo voln¥ji souviseji geneticky e fyziolocicky s tvorbou spor.
Nap¥. maximdlni syntéze mimobundinych proteolytickych enzymd nastdvé pled sporulac{

v pozdn{ exponenciélni nebo v ¥asné steclondrn{ fézi rdstu, polypeptidovéd antibiotike
jsou produkovéna ne za¥dtku sporulace, smyldza v pozddjdich stadifich sporulace apod.

Genetickd enalyze mutent nesporulujfcich (Sp~) nebo médlo sporulujfcich (Osp)
s ohledem ne sporulaci a tvorbu exoprotedz ukdzals, ¥e vztahy mezl t¥mito o dal3{mi. znsky,
kterd souvisejl se sporulaci, jsou vztahem pleiotropie. Tek napf. pokusy s mutantemi
mikroorgenismu Bacillus subtilis vyznafujicl se sniZenou produkcf exoprotedzy a fenotypem
Sp~ a jejich reverzemi fenotypu Pr+Sp+ bylo dokdzdno, Ze uvedeny geneticky vztah existuje.

Ukelem vyndlezu je vypracovat na zéklad¥ uvedenych genetickych vztahd zplasob Blechtdni
tohoto mikroorgenismu, zejméne pak jeho kmene UV 120, jeho% charekterem je Spetné sporulace
@ nizké produkce exoproteaz o sy¥ivé aktivitd pouze kolem 3 500 J. = p¥ipravit novy kmen
se zvySenou schopnost{ produkce exoprotemz & dobrou sporuleci.

Blechtdnf a selekce mikroorganismu Bacillus subtilis zplsobem podlé vyndlezu spolivéd
v tom, %e se na kulturd jeho vegetativnich bundk pisobf Nenitro-N-nitroso-metylgusnidinem
v koncentraci 2,10~ mM ve vodném roztoku s hodnotou pH 8,0 po dobu 10 a% 60 min, neZeZ se
odizolujf mutenty, které se ddle podrobi mutagennimu pﬁsobeni N-nitroso-metylmoloviny
ve vodném roztoku o hodnot¥ pH 6,0 v koncentraci 2.10° oM po dobu 20 min., ﬁtipadn&
se podrobl ozéfent germicidni lesmpou o vykonu 10,7 J/mz/s, jeji% UV svétlo mé meximum
zébeni v oblesti vlnové délky 253,7 nm ze vzddlenosti 17 e%f 25 cm a mezi mutegennimi
pokusy se provede selekce podle produkce exoproteaz. Po dvou vloZenfch pokusech selekce
se ziskd stabilnf kmen s vysokou produkci exoproteaz. ’

Ziskeny materidl se testuje podle schopnosti produkce exoprotedz, vyslednd izoldty
jsou ddle podrobeny mutagennim zdsshim pii st¥{ddn{ mutegeny a selekce s ohledem na
produkci, Po EtyPndsobném opakovén{ pokusu s N-nitro-N-nitroso-metylguanidinem a
s Nenitroso-metylmoovinou @ vloZené selekci se izoluje stebilnf{ kmen Bacillus subtilis
CCM 3622, vyznedujici se zvySenou produkci exoprotedz a dobrou sporulaci,

Principem Je aplikace mutangehu na suspenzi vegetativanich bundk piipravenych 18hodi-
novou kultivacl Becillus subtilis UV 120 ne jednoduché rozpustiné pld¥ obsshuj{c{ sacharidy
jako zdroj uhliku, dusikaté slou¥eniny jako zdroj dusiku a stopové prvky. Jako mutageni
je moZno pou¥it nitroso- a thio- sloudeniny cherekterizovand metyl- e alkyl- sktivitou
8 vfhodou st¥f{ddnf dvou mutagend 8 nésledné selekce, Roztoky mutagent se piipravujf
v pufru o pH 6,0 8% 9,0 podle povahy mutegenu v koncentraci Pddovs 1.10° mM nebo |.10" M
v délce pisobenf 10 a% 60 minut.

V§chozi kmen UV 120 mikroorgenismu Becillus .subtilis, ktery se vyznaZuje produkci
exoprotedz o ektivitd cca 3 500 SRN, tvo#{-kolonie hladkého povrchu produkujfci hn¥devy
pigment difundujfcf do pady. Uvedenymi mutegennimi zdsshy s néslednyml selekcemi se
2{skd kmen Bacillus subtilis CCM 3622, ktery mé zvySenou produkci exoprotedz o aktivitd
8 000 a% 10 000 SRN a dobrou sporulaci. Na masopeptomoﬁém agaru tvorf drsné, mend{ kolonie
a rovnd% produkuje hn¥devy pigment difundujici do Zivné pidy.

Po kultivaci kmene CCM 3622 obsshuje médium sm¥s exoprotesz a dalBich privodnich
exometabolitd, &fmZ vznikd balancoveny prepardt uplatiujfci se pFi vykrmu zvifet, nebol
pisobenim proteolytickych enzymd se zvy8{ vyu?iti krmiva e to hlevnd u zvifat s vliestn{

nedostatefnou W&innosti proteez,
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Priklad jeho kultivace:

Kulturou kmene Bacillus subtilis CCM 3622 vyrostlou ne 3ikmém mesopeptovém agaru
pfi 37 O¢ 2z dobu 3 8% 4 dny e pek uloZenou v chladnilce p¥l teplotZ +5 % se pomoet-
k1i%ky ofkuje 40 ml pddy v Erlenmayerovych bankéch o obsshu 750 ml. 2ivné pdde mé to-
to sloZeni (v % hmotnostnich):

krmnd %Zitnd mouka 2,0 %
kukuPiénd médeci voda zahu3té&nd 3,0%
su¥ené odtu&néné mléko 1,5 %
sudené kvasnice 0,5 %

Hodnota pH této 2ivné pidy se neupravuje - po sterilizaci mé hodnotu kolem 6,0,
Sterilizuje se pii 120 %¢ po dobu 30 min. Su¥ené mléko jako 10% roztok se sterilizuje
v8ek zv143%, rovn¥z p¥i 120 °C, ale po dobu 20 min e teprve po sterilizaci se pFiddvd
do %ivné phdy uf vysterilizované.

Zivnd pida se pak rozdiluje do uvedenfch ban¥k po 40 ml a mikroorgenismus se
kultivuje ne rota¥n{ tiepadce 8 240 ot/min & 8 vfchylkou 25 mm. Vzorky ke stanoveni
protedz se odebirajl v 36., 48 & 72. hodin& kultivece. Meximum produkce obvykle nastévd
ve 48, hodin¥ a ddle se uZ produkce nemini.

PREDMET VYNLALEZU

t. Zplsob Blechtdni mikroorgahismu Bacillus subtilis, zejména jeho kmene UV 120,
vyznadujict se tim, Ze na kulturu Jeho vegetativnich bungk se plsobl N-nitro-N-nitroso-
~-metylgusnidinem v koncentraci 2. 107 mM ve vodném roztoku s hodnotou pH 8,0 po dobu
10 a% 60 min, nade¥ se izolujl mutenty, které se ddle podrobi mutagennimu pﬁsobeni
N-nitroso-metylmo¥oviny ve vodném roztoku o hodnotd pH 6,0 v koncentraci 2. 10 O po

dobu 20 min, pPipadnd se podrobf ozéFen{ germicidnf lempou o vykonu 10,7 J/m /s, jeJ1Z
UV svétlo mé meximum zé¥eni v oblasti vlnové délky 253,7 nm ze vzddlenosti 17 a% 25 cm a

a mezi mutagennimi pokusy se provede selekce podle produkce exoprotedz a po dvou vloZenych
pokusech selekce se zfskd stabilni kmen s vysokou produkc{ exoprotedz.

2. VyBlecht¥ny kmen mikroorgenismu Bacillus subtilis sbirkového oznadenf 3622
s vysckou produkc{ exoprotedz o ektivits 8 000 e% 10 000 SRN.
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