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(54) Sposob konzervicie bazidiomycéty Coprinus sp., schopnej degradicie celulé-
zovych substratov '

Vynélez spad4 do odboru technickej mikrobio-
16gie. Riesi sposob uchovivania a pouzitia konzer-
vovanej bazidiomycéty Coprinus sp., schopnej
degradicie celulézovych substratov. Pestuje sa tak,
¥e na sklenené gul6&ky sa naleje roztok sladinky
o hodnote pH 6,5 a po sterilizdcii sa pdda naoCkuje
bazidiomycétou Coprinus sp. a kultivuje sa 5 az 10
dni pri teplote 28 a2z 35 °C, s vihodou 32 °C. Potom
sa povrch kultiry preleje roztokom maltézy
v mno¥stve 2,5 ml na 10 cm? povrchu. Potom sa
mycélium mechanicky rozdrvi a vytvorend suspen-
zia sa ampulkuje po 2 ml, zitkuje a vklada do
mraziaceho kipela na 10 az 30 minit pri teplote
—50 a¥ —70 °C a voda sa z kultir pri tlaku 107! Pa
odsublimuje podas 12 aZ 24 hodin. Ampulky sa
dalej ihned zatavia.
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Vyndlez sa t}’rﬁa sposobu konzervicie bazidio-
mycéty kmetiov Corpinus sp., a jej mutantov vo

forme vytrusov a fragmentov hyf pri veImi nizkej -

vlhkosti.

Kmene bazidiomycét sa najéastejsie uchovavajia
vo forme vytrusov alebo pravidelnym pasiZovanim |
kultdr na vhodnych Zivnych agarovych médiidch. :
‘Uchovévanie vo formei vytrusov je vhodné predo-
vietkym na udrZovanié zbierkovych kmefiov. Pri -

tomto postupe je potrebné kmene kultivovat za
takych podmienok, aby doSlo k vytvaraniu plodni-
¢iek, ¢o je technicky naroéné a oby&ajne vyZadujé
i 8pecidlne kultivaéné postupy. Viabilita vytrusov

Coprinus sp. je iba niekolko %, pri¢om vytrusy
v tej istej plodni¢ke sa od seba odliSuju aj }

geneticky. ‘

Uschovanie popisanym sp6sobom je preto nd- :

ro¢né a nie velmi spolahlivé, pri¢om pri pouZiti
takéhoto uschovivania pracujeme v daliom tech-
nologickom procese s materidlom geneticky znag-
ne heterogénnym.

KedZe .mnohé mutanty ziskané §fachtenim len
velmi taZzko tvoria vytrusy, pripadne tito schop-
nost stratili Uplne, je nutné takéto kmene uchova-
vat ich pravidelnym pasaZovanim cez Zivné agarové
médid a ukladat ich po vyrasteni pri teplote cca
+4 °C. Dochadza tak k zna¢nému riziku, Ze po-
stupnym pasaZovanim sa vlastnosti vy§fachtenych
kmefiov menia, pripadne sa kultiry postupne
obohacuju takym fenotypom, pre ktory si pouZité
podmienky pasdZovania optimélne.

. Tieto nevyhody sii odstranené u spdsobu.uscho-
vavania bazidiomycéty Coprinus sp., schopnej
degradicie celulézovych substritov podla vynale-
zu, ktorého podstatou je, Ze sa na sklenené gulicky
priemeru 3 aZ 0 mm naleje roztok sladinky o hod-
note pH 6,5 v takom objeme, aby jeho hladina

neprevySovala povrch guli¢iek a po sterilizdcii sa

pdda nao¢kuje bazidiomycétou Coprinus sp.,
a kultivuje 5 a% 10 dni pri teplote 28 aZ 35 °C,
s vyhodou 32 °C. Potom sa povrch vyrastenej
kultdry preleje sterilnym, 3 aZ 5 % hmotnostnym
roztokom maltézy v mnoZstve 2,5 ml na 10 cm?
- povrchu. ﬁalej sa mycélium mechanicky rozdrvi
{a vytvorend suspenzia sa ampulkuje po 2 ml
ka prikryje vatovou zitkou a vklada sa do mraziace-
tho kiipela na 10 aZ 30 mintt pri teplote —50 aZ
'—70°C a voda z kultir sa pri tlaku 10~! Pa

odsubhmu]e za 12 aZ 24 hodin a ampulované

vzorky s vysuSenou kultiirou sa okamZite zatavia
- a uloZia pri beZnej laboratérnej teplote.

Postup je zaloZeny na okamZitom prevedenl
vody, pritomnej v bunkdch kultiry, do pevnej
formy pri velmi nizkych teplotéch tak, aby nedoslo
k poskodeniu membriny bunky. Potom sa voda za
nizkeho tlaku odstrani tak, aby nedoflo k jej
prechodu do tekutej fizy. KedZe takymto sposo-
bom sa méZu uchovivat aj kmene vo forme
fragmentov hyf, 01d11 alebo chlamydosp6ér, vyhovu-
je tento postup aJ pre tie kmene, ktoré netvoria
plodni¢ky alebo ich spolu s vytrusmi tvoria len
velmi zriedkavo. :
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Pre tento tidel sa vypracoval kultivaény posfup,

ktory umoznil kultivovat kmene tak, aby vytvdrali L

maximum vzdus$ného mycélia, ¢o umoZiuje kulti-

vécia na pevnych inertnych nosi¢och. Ak sa vhod-

nym spsobom monokoldnia Coprinus sp. kultivuje

staticky urciti dobu, vytvori podhubie a mnoZstvo

vzdusnych hyf, pripadne oidii a chlamydospér. Po

mechanickom zhomogenizovani podhubia i vla-.
kien moZno pripravit podfa velkosti porastenej -

plochy az 25 kusov konzerv takmer rovnakej

kvality. Kmenovy materidl z konzervy moZno

bezprostredne previest uz po kratkom &ase do -
vegetativnej formy a kedykolvek pouZit vo vyrobe.
Standardiz4ciou inokula&ného materilu sa naviac |

vyznamne stabilizuje cely vyrobny proces.

Priprava konzerv kmefiov Coprinus takymto -
sposobom a pouZitie zakonzervovanych kmetiov je !

uvedené v nasledujicich prikladoch.

i

Priklad 1

Plodnic¢ka bazidiomycéty Coprinus sp. sa prene- ;

sie do malej E-bariky, preleje sa 2—4ml 5 %

roztoku maltézy, ktory obsahuje 100 mj/ml penici-
linu a C a 100 pg/ml streptomycin sulfatu. Plodnig¢- .
ka sa mechanicky rozru§i a uvolnené vytrusy sa

filtraciou cez tenk1 vrstvu vaty zbavia fragmentov
plodnidiek a suspenzia vytrusov obsahu 2 ml sa

prenesie do tenkostennej sterilnej ampule o obje-

me 20 ml. Ampule so suspenziou vytrusov sa vlioZia
na 20 mimit do mraziaceho kipela o teplote —40
aZ —70 °C a potom sa sublimdciou pri tlaku 10~* Pa
zbavia vody. Po vysuSeni sa ampule okamZite
zatavia. Vlhkost obsahu - sa pohybuje cca
0,1-0,2 %.

Priklad 2

Kultivaénda pdda, ktorou. je 3% sladmkovy
agar o pH 6,5 sa naokuje hyfami ba21d10mycety
Coprinus sp. a ponechd sa kultivovat 5 aZ 10 dni pri

teplote 28 °C. Povrch vyrastenej kultiry sa preleje .
sterilnym 5 % roztokom maltdzy o obsahu 3 mina

12 ecm? povrchu agaru a pomocou dréteného otka

,alebo sklenej ty¢inky sa zoSkrabi vzdu$né vléllfzx:g_, |
vyrastené na povrchu agaru. Pripravend suspenzid:
hyf a ich fragmentov, sa sterilnym - spésotiom

rozplni po 2 ml do 20 ml tenkostennych ampiil,
pouZivanych pre pripravu injekénych- roztokov.

Ampule sa prekryju vatovou zitkou a vloZia do

mraziaceho kiipela na 10 aZ 20 mindt pri teplote
—50 az —70 °C a po zmrazeni sa voda v priecbehu
10—20 hodin odsublimuje pri tlaku 107! Pa. Po

vysuseni sa ampule okamZite zatavia a uloZia pri
laboratérnej teplote.

Priklad 3 '

Do 250 ml E-baiiky, ktorej dno je pokryté
sklenenymi guli¢kami priemeru 3—6 mm sa prida :

10 ml 3 % sterilnej sladinky a po sterilizdcii sa na
povrchu guliéiek poloZi agarovy blodek pribliZnej

velkosti 1 cm? vyrastenej kultiry Coprinus sp.

Kultivuje sa 5 aZ 7 dni pri teplote 28 aZ 32 °C. Ku
kultdre, vyrastenej po celom povrchu, sa pridd
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10 ml 5 % roztoku maltézy, kultira sa mechanicky
dékladne zhomogenizuje a rozplni sa po 2 ml do
20 ml tenkostennych ampil prekrytych vatovou
zatkou. Po bezprostrednom zmrazeni pocas 15 aZ
30 min., pri —50 aZ% —70 °C sa pri tlaku 10~! Pa
kultara zbavi vody a ampule sa za bezného tlaku
zatavia.

Priklad 4

Do Rouxovej fTase o objeme 1000 ml sa vsypu
sklenené guli¢ky v takom mnoZstve, aby pokryvali
celi plochu 200 cm?. Po pridani 50 aZ 60 ml 3%
roztoku sladinky o hodnote pH 6,5 sa podda
vysterilizuje a po ochladeni sa naockuje vodnou

suspenziou vlikien, pripadne ich fragmentov, bazi- -

diomycéty Coprinus sp. Po 7 aZ 10-diiovej kultiva-
cii pri teplote 28—32 °C sa cely povrch tvoreny
guli¢kami pokryje suvislou vrstvou.mycélie. Prida
sa 40 az 60 ml 5% sterilného roztoku maltézy
a mechanickym pohybom sa pripravi suspenzia hyf
a ich fragmentov kultiry Coprinus sp., ktord sa po
2 ml rozplni do 20 ml tenkostennych ampil. Po
prekryti vatovou zitkou sa obsah ampul okamzZite
zmrazi pocas 15 aZ 30 minat, pri —50 az —70 °C
a pri tlaku 107! Pa sa sublimdciou zbavi vody.
Ampule sa zatavia pri normédlnom atmosferickom
tlaku. Celkom sa z jednej Rouxovej flase pripravi
20 aZ 25 konzerv, ktoré obsahuji kultiiru Coprinus
sp. rovnakej kvality.

Priklad 5

V Rouxovych fTaSiach o objeme 1000 ml sa
pripravi kultira Coprinus sp. postupom popisanym
v priklade 4. Po ukonéenej kultivéacii sa pripravi
suspenzia hyf a ich fragmentov, ktoré sa uzZ
uvedenym spdsobom prevedi do formy lyofilizo-
vanych konzerv. Zbytok hyf a ich fragmentov
priblizne 10 ml objemu, ktoré ostali zachytené
medzi nosnym materidlom, sa znovu preleje steril-
nym roztokom 3 % sladinky o hodnote pH 6,5,
dokladne sa obsah Rouxovej flaSe premiesa a po-
necha sa opit kultivovat, ale krat$i Cas, a to 4 aZ

219189

5 dni pri 28—32 °C. Po pridani-sterilného roztoku
5%-ného roztoku maltézy sa suspenzia fragmen-
tov a celych hyf kultiry Coprinus sp. pouZije na

+ pripravu lyofilizovanych konzerv alebo sa priamo

vyuZije na pripravu vegetativneho inokula IL
stupna.

Priklad 6

Ampula, obsahujiica 2 ml lyofilizovanej kultary
Coprinus sp., sa sterilnym spdsobom otvori, prida
sa 2 ml kultivaéného média a v priebehu 2—3 min.
sa pripravi suspenzia kultiry, ktord sa sterilne
preleje do 500 ml banky, obsahujucej 100 ml
média nasledujiceho zloZenia: glukéza 3 g, moco- "~
vina 0,07 g, kukuriény vyluh s obsahom 50 %

susiny 1,0 g, KH,PO, 0,1 g, KCI 0,05 g MgSO,
0,001 g, doplni sa vodou do 100 ml a pH sa upravi

na 6,5. Kultivuje sa pri 28 °C na rotacnej trepacke
220 ot. min.”! po dobu 72 aZ 96 hodin. Takto
pripravené inokulum sa pouzije na olkovanie
pbdy rovnakého zloZenia ako pri priprave ino-
kula. Ziska sa 8—12 g sufiny s obsahom
24—-36 % dusikatych latok. Vysledky si rovnaké
ako pri pouziti nalyofilizovanej kultary Coprinus
sp. :

Priklad 7

Inokulom pripravenym z lyofilizovanej kultiry
Coprinus sp. ako je uvedené v priklade 6 sa ockuje
celulézovy substrat, ktorou je slamova drz s obsa-
hom 70—80 % vlhkosti, do ktorého boli pridané na
hmotnost 1 kg nasledujiice Zivitny: modovina 32 g,
K,HPO, 1,6 g. Substrat sa uloZi do hlinikovych
alebo umelohmotovych plytkych nadob velkosti
100 x 120 cm v hribke vrstvy 4—8 cm. Po spareni
sa substrat naockuje vegetativnym inokulom II.
stupna a to- 60 az 100 ml na 1 kg substratu
a ponecha sa kultivovat 7—12 dni pri teplote
32 + 2 °C, pri relativnej vlhkosti ovzdusia v kulti-
vacnom priestore 60—98 %. Po ukonéenej kulti-
vécii obsahuje substrat 20 % dusikatych latok.

PREDMET VYNALEZU

1. Spdsob konzervicie bazidiomycéty Coprinus
sp., schopnej degraddcie celulézovych substratov
vyznaleny tym, Ze na sklenené guli¢ky priemeru
3 aZ 6 mm sa naleje roztok sladinky o hednote p]—I
6,5 v takom objcme "aby jeho hladina neprevysd-
vala povrch guli¢iek a po sterilizacii sa poda
‘naoCkuje’ b_amdlomycetou Coprinus sp. a kultivuje
sa 5 aZ 10 dni pri teplote 28 aZ 35 °C, s vyhodou
32 °C, dalej sa povrch vyrastenej kultiry preleje
sterilnym 3 aZ 5 % hmotnostnym roztokom malté-

Zy v mno¥stve 2,5 mlna 10 cm? povrchu,'potbm sa

- mycélium mechanicky rozdrti a vytvorena suspern-

zia fragmentov hyf, oidii a chlamydospor sa ampu]-~
kuje po 2 ml a prikryje vatovou zatkou a vklada sa
do mraziaceho kiipela na 10 az 30 minit pri teplote
—50 az —70 °C a voda z kultir sa pri tlaku 10”1 Pa
odsublimuje za 12 az 24 hodin a ampulované
vzorky s vysuSenou kultdrou sa okamZite zatavia
a ulozia pri laboratdrnej teplote.
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