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Vynélez se’ tyké nové prﬁmyslové mutenty kmene Claviceps purpurea CP7/63 s vysokou sub-
merzni produkci farmaceuticky vyiznemnych alkaloidﬁ agroklavinu (M., Abe et al., 'Jap. patent .

178 336) strukturniho vzorce I

(1)

]

(11)

Vzorky mutanty jsou ﬁloZeny v Seskoslovenské s_bﬁce mikroorgenismli Univerzity J. E.

Purkyn$ v Brn¥ pod &. CCM F-631.

Mutanta byla ziskdna ze 664 izoldtdl piipravengch ni%e popsanym mutadnim plsobenfm
etylmetensulfondtu (EMS) a UV zdPeni na laboratorni kmen Claviceps purpurea CP7 (Mikrobio-
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logicky dstav $SAV v Praze 4). P¥i piipravd vysokoprodukdni mutanty probfhaly velkeré inku-
bacé kultur v temnu p¥i 24 * 1 oc, Spory matefské kultury CP7, kterd byla kul@;vdvéna 3 ai
4 tgdny na sefikmené egarové Zivné pidd T2  (C. Spalla, in Genetics of Industrial Microorga-
nismus. Bds. Z. Vansk, Z. Hostdlek, J. Cudlin, Elsevier, Amsterodem 1973, p. 393), byly .
suspendovény jednak v 0,066 M fosfdtovém pufru pH 7,2, jednak ve fyziologickém roztoku.
Vyslednd suspenze obsehovale vidy 1 a% 4,107 spor ml", 2 toho pouze:0,5 % af 1 % K11¥i-
vjch. Agarové ¥ivné pida T2 obsshovala tyto sloZky (s-l“_dest.HaO)f'seéharéza 100, L-aspas=.
ragin 10, Ca(N03)2.4 HpO 1, kvasni¥ng extrakt 0,1, KHpPO4 0,25 MgSO4.7 Hp0 0,25, KC1 0,12,
FeS04.7 Hp0 0,02, ZnSO4.7 H20 0,015, agar 20, pH 5,2 po sterilizaci v autokldvu p¥i 105 oC
15 min. o . ' ' : ' ‘

Suspenze spor v 0,066 M fosfétovém pufru pH 7,2 byla vystavena 19 hodin. u¥inku 0,02.
a% 0,075 M EMS (J. Ne3vera, Fol. Microbiol. 18 /1973/), dvekrét promyte uvedenym pufrem, 4
vyseta na Petriho misky (g 10 cm) s egarovou pidou T2 obohacenou 0,02 % hydrolyzdtiu kaseinu
(Bacgb—Casamino acids Difco) a inkubovéna 2 tydny.

Ze suspenze spor ve fyziologickém roztoku bylo pieneseno 5 ml na Petriho misku
(¢ 10 cm) & za stélého pohybu ozafovéno zdrojem UV zdfeni nastavenym na 10 J.n-2,s~1 ddv~ .
kemi 150 a% 1 000 J. -2, V desetisekundovfch intervalech bylo odebirdno 0,5 ml sporové
suspenze. Po vhodném nateddni fyziologickym roztokem byla vyslednd suspenze spor pienesena
na Petriho misky (4 10 cm) 8 agarovou pﬁdou T2 obohacenou 0,02 % hydrolyzdtu keseinu (Bacto~
-Casamino acids Difco). Takto. zao¥kovand Ziwvnd pida byla inkubovéna 2 tydny; '

Kolonie vyrostlé z mutagenizovanych spor na agarovém médiu v Petriho miskdch byly jed=
notiivé pféneseny na seiikmenou agarovou pidu T2 a inkubovény 3 =% 4 tydny. Narostlé kultu-
ry byly pek testovény na schopnost tvofit alkaloidy v podminkdch submerzni fermentace t&s.
sutorské osvdddent &. 199 986). -

Alkaloidy byly stanoveny ve fermentadni tekutin¥ i4dennfeh kultur kolometricky (G. T.
Benks et al., J. Gen. Microbiol. 82, 345 /1974/) a metodou vysokod¥inné kepalinové chrome-
tografie (M. Wurst et al., J. Chromat. 130, 477 /1978/).

-Charakteristika vysokoprodukéni{ mutanty:
Schopnost mutanty«t#ofit extraceluldrni sm&s agroklavinu a elymoklavinu v podminkéch

submerznich fermentaci je uvedena v tabulce 1.
Tabulka 1 4

Mutagen Celkové alkaloid Agroklavin ' Elymoklavin

Mutent - : .

“typ a4vk kone. (g egroklavinu mi ! % T %
J.m~ (M) . - :

CP7/63 v 720 3,2 ) 94 6

Mutanta CP7/63 Jje morfologicky shodnd s rodi¥ovskym kmenem CP7. V podminkdch submerzni
fermentace bohetd roste (12 a% 20 mg suché véhy myqelia.ml'1), intenzivnd sporuluje makro-
@ mikrokonidiemi a produkuje extraceluldrni gldkany-a extraceluldrn{ hn&do¥erveny pigment.
Na'agarové ptd¥ T2 tvo¥{ nizkou vrstvu Zedobilého vzdudného mycelia bohat¥ vétveného s.po-
strennfmi hyfeml zekonSenymi konidiogennimi bunkemi. U mutenta CP7/63 hmotnostnf pomdr ekro-
klavin/elymoklavin ve vyprodukované sm¥si alkaloidd gint 15,6.

Produk¥nf mutanga se uchovévd v Endo zkumavkdch na agarové phd¥ T2 a v temnu p¥i tep-
1ot® 4 OC. Ka#dé 3 a% 4 mSsfce se preodkovdvéd a po 30denni inkubaci p¥i 24 * 1 oC se Jich
poufije k p¥fpravd inokula nebo se uchovédvd jeko zdsobni kultura pfi 4 OC. Mutenta houﬁy
Claviceps purpurea oznaend CP7/63 zabezpeduje klidovy usek velkokepacitni p¥{pravy alka-".

loidd egroklavinu a elymoklavinu submerzni fermentaci.
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Prﬁmy‘slové mutenta houb& Claviceps purpurea CP7/63 uloZend v Ceskoslovenské sbirce
mikroorgenismd Univerzity J. E. Purkyn¥ v ‘Brn& pod ¢{slem CCM FP-631 s prgdukéi( alkeloidd
agroklavinu a elymoklavinu. N
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