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Vynalez se tyka zpusobu $lechténi mikro-
organismu Bacillus subtilis a kmend Bacillus
subtilis CCM 2792 a CCM 2793 ziskanych
timto zplsobem. Jak je znamo, produkuje
jmenovany mikroorganismus smés exopro-
tedz a jinych latek, jejichZ produkce je spo-
jena s uréitou etapou Zivotniho cyklu butiky.
Zplsob Slechténi a Slechténim ziskané kmeny
byly predeviim orientovany na tvorbu smési
exoproteaz s vysokym obsahem neutralni pro-
teazy, ktera by byla vhodna pro pouziti jako
syridlo pfi vyrobé syri. Zpusobem S$lechténi
podle vynélezu ptipravené kmeny produkuji
exoprotedzy pii kultivaci na pidach s krmnou
pSeniénou moukou v kombinaci se sladinou,
suSenym mlékem a kvasniénym extraktem
nebo suSenymi kvasnicemi.

Béhem sporulace produkuje> mikroorganis-
mus Bacillus subtilis smés ti'i proteolytickych
enzym, z nichZ jeden patfi do skupiny me-
taloenzym a druhy do skupiny serinoenzy-
mu, treti je esteraza. Tyto enzymy jsou uvol-
novany do média od konce ristové faze aZ do
doby vytvoieni prespor. V této dobé& je roz-
déleni jejich aktivity toto: metaloprotedza ma
20 % celkové proteolytické aktivity, serino-
protedza 80 %, proteolytické a 15 %, esteroly-
tické aktivity a esterdza 859, esterolytické
aktinty (J. Millet, J. Appl. Bact. 33, 207,
1970). U mutant blokovanych v podatednych
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stadiich sporulace je pomér jednotlivych en-
zymU rizny. Timto zjisténim a sledovanim
pozadavku na slozeni mikrobidlntho sytidla
(ve kterém je zadouci pfevaha enzymu aktiv-
niho v neutrdlnim prostiedf) bylo vedeno
Slechténi a selekce mikroorganismu Bacillus
subtilis zplsobem podle vynalezu, jehoZ-pod-
stata spo¢iva v tom, Ze se na kulturu mikro-
organismu puUsobi N-methyl-N-nitro-N’-nit-
rosoguanidinem ve vodném roztoku s hodno-
tou pH 8,0, v koncentraci 7mM, po dobu 30
minut, nacez se vzniklé mutanty dale nejmé-
né dvakrat selektuji na masopeptonovém aga-
ru a. ziskany stabilni kmen schopny sporula-
ce, produkujici smés exoprotedz s maximal-
nim obsahem neutralni protedzy a s vysokou
syfivou aktivitou produkovanych exoproteéz,
vyjadienou jednotkami SRN (Srinivasan), se
izoluje.

Zplsob podle vyndlezu je charakterizovan
pouzitim vicendsobné selekce pii sledovani
dvou a vice znakd, pri¢emz v kaZdém stupni .
je bréan zi'etel na dva z nich. Pro ziskani kme-
nu se specifickymi vlastnostmi producentii
exoprotedz se §lechténi Fidi témito kritérii:

a) schopnosti produkovat smés exoprotedz

s maximélnim obsahem mneutrdlni protea-
Zy,

b) schopnosti sporulace,



c) mnozstvim  produkovanych exoprotedz,
hodnocenych podle syfivé aktivity.
Principem zplisobu Slechténi podle vynéale-

zu je aplikace mutagenu a nasledujici vice-

stupriova selekce. Jako mutagent je moZno
pouzivat z chemickych ¢inidel zejména nit-
roso- a thioslouceniny, charakterizované me-
thyla¢ni nebo ethylaiéni aktivitou, z fyzikal-
nich ¢inidel pak wultrafialové zatfeni nebo ga-
ma-paprsky. U kmene Bacillus subtilis se
vyhodné osvédéil N-methyl-N-nitro-N’-nit-
rosoguanidin, ktery se aplikuje ma suspenzi
spor, popripadé bunék u nesporulujicich kme-
nd. Roztok mutagenu se pripravuje v tris-
maledtovém pufru s hodnotou pH 8,0 o kon-
centraci 7 mM. Po 30 minutach plsobeni mu-
tagenu preZiva asi 60 %, spor.

Z pokusu se vybird nejvariabilnéjsi izolat

z hlediska variability vy$e uvedenych znaku.

Tento v podstaté ,,vychozi“ kmen se déle se-

lektuje, pritemz novy izolat se vybird podle

dvou ze tii uvedenych kritérii, Selekce se
opakuje tak dlouho, aZ se ziska stabilni kmen
se zddanymi znaky. Tim, Ze se v kazdém stup-
ni selekce vybira podle dvou znaku, a to ni-
koli vzdy podle stejnych, ale podle kombinace
dvou ze tfi, ziskd se po relativné kratsi dobé
stabilni kmen se vSemi tfemi zZaddanymi zna-
ky.

Mateisky kmen Bacillus subtilis, izolovany

z prirodnich zdroji (ulozeny ve sbirce

LAKTOFLORA), predstavoval pfi rastu na

masopeptonovém agaru populace ruznych

morfologickych typu: drsné kolonie s ostrym
okrajem; hladké kolonie s lalo¢natym okra-
jem; hladké matné kolonie s rovnym okra-
jem. Produkce na piidé s pSenidnou moukou
je 1900 SRN (jednotky syrivé aktivity podle

Srinivasana), ve smési je 30 %, neutralni pro-

tedzy, kmen sporuluje.

Selekei ziskané mutanty Bacillus subtilis
byly ulozeny v Cs. sbirce mikroorganismu

University J. E. Purkyné v Brné, tf. Obran-

¢t miru 10, pod &sly CCM 2792 a CCM 2793. -

Mutanta oznadend CCM 2792 tvoii pfi rustu
na masopeptonovém agaru hladké matné ko-
lonie. Produkce exoprotedz na pudé s plenic-
nou moukou je 3500 aZ 4000 SRN, ve smési
je 70 az 80 %, neutralni protedzy, kmen spo-
ruluje. Mutanta oznacend CCM 2793 se od
predeslé mutanty morfologicky nelisi, na pl-

dé¢ s psenitnou moukou produkuje 3800 az’

4300 SRN, ve smési je 70 az 85 % neutrdlni
protedzy. U kmene je sniZena schopnost spo-
rulace (oligosporogenni kmen).

Jak je na prvni pohled patrno pri srovné-
ni s vychozim kmenem bylo dosazeno zpuso-
bem §lechténi podle vynélezu u novych kme-
nli Bacillus subtilis CCM 2792 a CCM 2793
nejméné dvojnisobného zvyseni obsahu ne-
utralni proteazy a syrivé aktivity.

Schopnost ziskanych kment produkovat-
zvy$end mpnoZstvi exoprotedz se s vyhodou
uplatiiuje na padach s pSeni¢nou moukou ja-
ko zdrojem uhliku, a to v koncentraci 8 a% 3 %/,
hmot. jak za laboratornich (reciproka ttepac-
ka, 96 kyvi/min., vykyv 9 cm) tak i provoz-
nich podminek na stejnych pldach, pii tep-
loté 37 °C, jak je bliZze objasnéno v masleduji-
cich ptikladech provedeni.

Ptiklad 1 '

Kulturou kmene Bacillus subtilis CCM 2792
nebo 2793, kterd vyrostla ma Sikmém maso-
peptonovém agaru pri 37 °C po &tyi- az péti-
denni kultivaci a pak byla uloZena v lednici
pri 5°C, se klitkou olkuje 80 ml produkéni
pudy, umisténé v 750 ml Erlenmayerovych
barikach, jeZz ma toto sloZeni (v %, hmot.):

krmna péenidnd mouka 8,0
zahusténa sladina ' 5,2
odtutnéné susené mléko 1,25
kvasniény extrakt nebo sugené kvasnice 0,6

voda . do 100,0

hodnota pH po sterilizaci (neupravuje se) je
kolem 6,0. Sterilizace probiha pti 120 °C po
dobu 30 minut. Susené mléko se sterilizuje
zv1ast jako 10%ni vodny roztok pii 120 °C po
dobu 20 minut a pridavéa se do sterilni pudy.
Kultivuje se na reciproké tfepacce (96 kyvu/
min.). Vzorky pro stanoveni syfivé aktivity
se odebiraji po 24 hodindch. Maximalnich
hodnot se obvykle dosdhne v 72. hodiné, da-
le uz se podstatné neméni. Uvedenym postu-
pem se ziskd u kmene B. subtilis CCM 2793
produkce exoprotedz s prumémou syfivou
aktivitou 4000 SRN a se 75 9/y neutralni pro-
teazy, u kmene B. subtilis CCM 2792 pak ak-
tivita 3800 SRN se 70 9/, neutralni proteazy.

Ptiklad 2

Udrzovani kultur tych? mikroorganismi jako
v piikladu 1 a o¢kovéani produkéni pudy je
stejné jako ve zminéném ptikladu. Produke-
ni piida ma toto slozent (v 9/, hmot.):

krmné péenitngd mouka 3,0
zahu$téna sladina 5,2
odtu¢néné susené mléko 2,0
kvasnitny extrakt nebo suSené kvasnice 0,3

0,0

voda do 100,

pH se neupravuje, po sterilizaci mé hodnotu
kolem 6. Sterilizace a priprava plidy, otkova-
ni a kultivace jsou stejné jako v piikladu 1,
rovné? tak stanoveni syfivé aktivity. Maxi-
malni produkce exoprotedz je u kmene B.
subtilis CCM 2793 4200 SRN s 80 %, neutral-
ni proteazy, u kmene B. subtilis CCM 2792
4000 SRN se 75 9/, neutralni protedzy.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob §lechtén{ mikroorganismu Bacillus
subtilis, vyznacujici se tim, Ze se na kultu-
tu mikroorganismu pulsobi N-methyl-N-

nitro~N’-nitrosoguanidinem ve vodném roz-

" toku s hodnotou pH 8,0, o koncentraci 7 mM,

po dobu 30 minut, nac¢eZ se vzniklé mutan-



ty déle nejméné dvakrat selektuji ma ma- 2. Kmen Bacillus subtilis CCM 2792 ziskany
sopeptonovém agaru a ziskany stabilni zplsobem podle bodu 1.

kmen schopny sporulace, produkujici smés o

exoprotedz s maximalnim obsahem neutral- 3. Kmen Bacillus subtilis CCM 2793 ziskany
ni protedzy a's vysokou syrivou aktivitou zpusobem podle bodu 1.

produkovanych exoprotedz, vyjadrenou
jednotkami SRN, se izoluje.
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