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{54) Bakteridlni kmen Bacillus subtilis CCM 3855

ReSenf se tyk4 bekteridlniho kmene
Bacillus subtilis CCM 3855, bez thermo-
resistentnich spor & syntetizujict
exoceluldrni protedzy. Vyhodou mutsntni-
ho kmene ve srovndni s dosud pouZivenym
kmenem e dal3imi sporulujfcimi kmeny
rodu Bacillus je to, Ze p¥i kultivaci
v tekutych nebo pevnych médifch nevytvo-
¥4 v pribshu 48 hodin p¥i 28 °C thermo-
resistentni spory. Produkce exoceluldr-
nich protedz kmenem je stejnéd nebo pong-
kud vy331{ neZ u pvodniho produk&niho
kmene,

252004




252604 2

Vynélez se ty¥kd nového bekteridlnfho kmene Becillus subtilis CCM 3855 bez thermo-
resistentnfch spér a syntetizujicfch exoceluldrnf protedzy. Cherekteristickymi zneky
nového ‘kmene je schopnost rastu s tvorby protedz ve stejnfch tekutych Zivnych mediich
jeko vychoz! kmen, v nichZ v3sk nevytvo¥{ b¥hem 48 hodin p¥i 28 %C thermoresistentn{
spéry. Spéry nevytvoi! bshem 48 hodin eni ve zvld¥tnim sporuleénim mediu.

Je zndmo, %e p¥i vyrod& exoceluldrnich enzymy, véetnd protedz, pomoci bacild je
produkt kontaminovén thermoresistentnimi spdremi produkdniho kmene., To pFedstavuje urditou
nevyhodu Jek z hygienického hlediske, tek i z technologického hlediske, protoZe se zvy3uji
néroky ne nédslednou sterilizaci fermenta&niho ze¥{zenf. Soudasn¥ se zvySuje nebezpel
konteminace jinfch fermentaci s vyrobkd thermoresistentnimi spéremi Bacillus subtilis.

Neproti tomu Jje v&t3ine asporogennich mutent becild neschopnd tvo¥it exoceluldrni
protedzy. )

Tyto nevyhody odstrehuje bekteridln{ kmen Becillus subtilis bez thermoresistentnich
spér 8 syntetizujfctl exoceluldrni protedzy., Po mutegennim pisobeni & vysevu ne pevné
sgerové 2ivné medium obsshujfcf kesein byla sledovéne souZesn& u Jednotlivych kolonii
jek schopnost tvo¥it protedzu, tek i zm&n&ny tver kolonie, ktery obvykle indikuje ztrétu
schopnosti sporulovet. Tento postup vedl k ziskdn{ mutenty syntetizujici exoceluldrnf
protedzy bez thermoresistentnich spér.

Kmen byl ziskdén po pisobeni metagenu ethylmethensulfondtu na vyklf&ené spory nédsle-
dujfcim zphsobem: spbry vychoziho kmene 115 (A0 201 638, uloZeného v 8s, sbirce mikro-
orgenismi pod ¥islem CCM 3 622) byly aktivovédny v 0,1 M fosfétovém pufru o pH 7,2 zoh¥d-
tim na 70 °C po dobu 15 minut a vyklieny v roztoku minerdlnich soli o pH 7,2 dopln¥nych
glukdzou (5 mg/ml) & kvasni¥nym extrektem (0,2 mg/aL) b¥hem 1 hodiny p¥i 35 0@, Vykliend
kultura byle pienesens do fosfétového pufru = mutegenizovéne pisobenim 0,1 M ethylmethen-
sulfondtu ze t¥epdni po dobu 17 hodin p¥i 30 °¢, Stupeh pre%iti vykliXenych spér byl 1 %.

Mutagenizovand kulture byle odst¥ed¥na, promyte fosfétovym pufrem s po resuspendovéni
ve fosfétovém pufru vysete ns keseinovy egar. Kolonie 1i3fc{ se od vychoziho kmene bud
morfologicky nebo velikosti zény natréveného keseinu byly podrobeny podrobn¥jdimu zkouméni,
Z{skené kmeny byly lyofilizovény v 10% laktinu,

Ddle jsou uvedeny cherskteristiky vlestnost{ nového bakteridlniho kmene 115/13, Vzorek
této mutanty je uloZen v Jeskoslovenské sbirce mikroorgenism§ v Brn& pod &fslem CCM/3 855.

e) Morfologickd = ristové cherskteristike

Vychoz! kmen 115 i mutante 115/13 jsou tenké grem pozitivn{ ty&inky, rostoucl v mediu
s minerdlnfmi solemi o glukdzou 5 mg/mlL v&tdinou jednotliv¥ nebo ve dvojicich. Specifickd
rdstovd rychlost obou se v tomto mediu pri 30 °C pohybuje v rozmezi 0,43 ai 0,35 n!
(generadni dobas 1,3 e% 1,6 h, PFi vysevu na #ivnou pddu (Nutrient ager Difce) roste kmen
115 ve form# hladkych kolonii s mirng neprevidelnymi okreji s mutente ve form¥ velkych
nizkych kolonif, uprostied lesklych, s ryhemi peprs&it¥# se rozbihajfcimi od gt¥edu,

b) Schopnost tvo¥it protedzy

Vychoz{ sporulujfc{ kmen 115 i od n¥ho odvozend mutanta byls kultivovéna ze tiepéni
48 hodin p¥i 28 °¢ v mediu obsshujfcim 5 % sledinku, 1 % sudenjych kvesnic, 2 % su¥eného
mléke Lektino o 5 % uhli¥itenu vépenstého (vychozi pH 7,5). Po 48 hodindch byly kultury
odstieddny o v supernstentech stenovens proteolytickd sktivits pii pH 7,2 s 1% kaseinovym
substrétem. Proteolytickd ektivite je vyjéd¥ene v tyrosinovych jednotkdch (TU/mLl).
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kmen 1. pokus 2. pokus 3. pokus
115 59,5 33,7 26,7
115/13 45,5 51,8 33,4

c¢) Schopnost tvo¥it thermoresistentn{ spéry

Kultury vyrostlé ze 8 hodin p#i 30 %¢ v minerdlnim mediu s 1 % glukdzy s 0,2 mg/ni
kvesni¥ného extraktu byly odst¥ediny e resuspendovdny ne optickou hustotu odpovidejici'
1 mg/mL sudiny ve sporule¥nim mediu ndsledujfcfho sloZeni (MgSO4 . 7320 0,5 mM; K2HPO4
10 mi; CaCl, 0,3 mM; octen sodny 5 wif; jenteren sodny 2 wM; pH 7,2),

Kultury byly potom ze t¥epéni inkubovény 48 hodin p¥i 28 9, Obsah thermoresistentnich
spor byl 2ji3tovén vyotkovénim vzorkd insktivovenych 15 minut p¥i 75 °¢ ne Nutrient sger
Difco. PoZet kolonif vyrostlych po zred¥ni 0 a% 10~7 b¥l zjisiovén po 24 hodindch, V rodi-
%ovské kultufe (115) byle zjidt¥ne p¥{tomnost 2,3 x 10 % thermoresistentnfch spér v 1 mL,

V kultu¥e mutenty nebyle zji¥t¥ne p¥ftomnost Zddnych thermoresistentnich spér, Ani mikro-
skopickou kontrolou nebyly u mutanty v bunkdch spdry 2zJi¥t&ny. V pokuse v grodukénim
sladinkovém mediu (viz b) vytvo¥il rodi¥ovsky kmen po 48 hodindch 2.9 x 10~ thermoresis-
tentnfch spor v 1 ml (z 1,7 x \09 bunsk/ml). Mutante thermoresistentni spdry nevytvo¥ile.
Mutantu dle vynélezﬁ 1ze vya¥it k primyslové produkci exoceluldrnich protedz, pouZitelnych
ne pifkled k pi{prevé precfch préskd i k hydrolyze a odstrenovéni rdznych bilkovinnych mate- -
ridld.

PXEDMET VYNKLEZU

Bekteridln{ kmen Becillus subtilis CCM 3 855 bez thermoresistentnich spér syntetizu-
jlci exoceluldrn{ protedzy.
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