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(54) Spdsob Slachtenia kmeiiov Coprinus sp.

Vyndlez sa tyka spdsobu §lachtenia kmefiov bazidiomycety Coprinus sp., schopnych degra-
dovat celuldzu pritomni v slamovom substrdte, pri sifasnom zvy¥eni obsahu dusikatych l4tok a

volnej glukozy v kultivovanom substréte.

Pdvodny kmed Coprinus sp. izolovany z jdchymovskych bani rdstol na slamovom substrdte len
velmi pomaly a po 12 a% 14 diioch povrchnej aktivdcie sa zvy8il obsah celkovych dusikatych
ldtok, vyjadreny ako celkovy dusik x 6,25, z 2 a%¥ 3 Z na 12 aZ 14 7, prilom konelny substrdt
obsahoval iba stopy monosacharidov. Kfmne pokusy s takto ziskanym substrdtom stimulovali rast
kifmenych zvierat, ak boli pouZité ako doplnok dusikatych ldtok do tradiénych krmiv. Pasivnym
vyberom spontdnne sa tvoriacich variant Coprinus sp. nie je moZné dosiahnut ekonomicky vyhodny,
t. j. 18 a% 20 7 dusikatych ldtok obsahujidci slamovy substrédt, pripraveny priemyselnym postu-

pom.

Na aktivne ¥lachtenie bolo pouZité, najmd pri kmefioch rodu Penicillium /M. P. Backus, J.
F. Staufer, Mycologia, 47, 446, 1955; J. Fuska, E. Welwardovi: Bioldgia 24, 691, 1969/ a rodu
Cefalosporium /R. P. Elander: Microbiologia s. 517, 1976/ UV Ziarenie o vlnovej dI%ke 2530 A.
Vytrusy kmefia Coprinus sp. ako iné bazidiomycety boli na pdsobenie UV - Ziarenia aj rtg-li-
Eov pomerne vysoko odolné /M. SemerdZieva, M. Blumaverovd: Studia Biophys, 36/37, 183, 1973/.
Lep3i efekt v tvorbe mutant sa dosiahol pri nami aplikovanych mutagénoch, ktoré reagujic s ce-
luldrnou desoxyribonukleinovou ako alkyla&né &inidld, zabradujui replikdcii desoxyribonuklei-
novej kyseliny, ktord zdroveil nemdZe sliZit ako matrica pre syntézu ribonukleinovej kyseliny.
Takto sa aplikoval tris/3~chloretylamin/hydrochlorid a mutagén TS 160, ktory v spojeni s pri-
ddvanim ldtok, ktoré reaguji s thiolovymi skupinami, blokujdcimi SH-enzymy ako je napriklad
jodacetamid zvy$il mutagénny efekt, vyvolany dlinkom %iarenia a alkyladnych &inidiel /E. J.

Grajevskij, A. G. Tarasenko; Radilogija 6, 983, 1972/. Tdto skutolnost je uvedend v tabulke 1.
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Tabulka 1
PreZivanie spSr Muténty s prod. N-ldtok nad
1%/ 120 % kontroly /Z/
Kontrola 100 -
Jodacetamid /0,1 mM/ 85 -
TS 160 /0,004M/ 70 1,96
Jodacetamid /0,1 mM/ TS 160 /0,004M/ 55 13,76

Uvedené nedostatky odstrafiuje spdsob Zlachtenie bazidiomycefy Coprinus sp., ktorého pod-
stata spo&iva v tom, %e na spéry kmefia sa pdsobi mutagénnymi ldtkami, reagujﬁcimi s jeho
desoxyribonukleinovou kyselinou v zmysle alkyla&nych reakcii, ako sd 0,005 ai‘0,04 M bis/be~
ta-chloretamin/hydrochlorid alebo 0,005 aZ 0,04 M N-yperit, a litkami blokujdcimi SH-skupiny
ako sd 0,005 a* 0,01 mM jodacetami alebo N-etylmaleimid, po dobu 10 a% 30 mindt, dalej sa
alikvétny podiel sporovej suspenzie riedi 1%Z-nym roztokom glycerinu a vyseje sa na povrch

agarovej platne a po vyrasteni sa kultivuje na slamovom substrédte.

Takto sa ziska kmeil bazodimycéty Coprinus sp. CZO’ CCMF-674, so zvySenou produkciou du-
sikatych ldtok za sdfasného obohatenia kultivovaného slamového substrétu monosacharidmi.
Palej sa mbie kmeii bazidiomycety Coprinus sp. CZO-CCCF—67A kultivovat v slamovom substrdte,
upravenom pridavkom ldtok obsahujicich dusik, draslik a fosfor, ako sé mofovina a draselné
soli kyseliny fosforednej a kultivdciou pri teplote 28 a¥ 36 °C, pri vysokej vlhkosti vzdu-
chu, &im sa ziska kmedl s vy$¥im podielom dusikatych létok a monosacharidov v slamovom substri-
te.

Vyhodou tohoto postupu je, Ze sa jednak zvy3i varia¥né rozpidtie u ziskanych mutant
/zo 140 a% 170 7 N-l4tok oproti kontrole/ a tie% polet mutant schopnych zvySenej produkcie
celkového obsahu N~litok nad 120 7 vzhladom ku kontrole v kultiva&nom substrite, oproti kon-
trolnému kmefiu. Nové kmene ziskané tymto postupom okrem zvySenia obsahu celkovyech N-ldtok
ponechévéjﬁ pri kultivaénom procese &ast biotransformovanej celulézy vo forme monosacharidov,

preva¥ne glukozy, tak ako je to uvedené v tabulke 2.
Tahbulka 2

Kmei . Obsah N-l4tok v substrite Koncentrdcia reduku-
"jdcich cukrov v sub=—
Z % zvySenia voli strite /Z/

pévodnému obsahu

Coprinus 8p.

pbvodny 12-14 - 2 -3
Coprinus sp. CZO’ »
CCMF-674 -21- 64 4 - 6

Coprinus sp. CZO'
podla pokusu 3 18-19 28 a3 35 3 -5

Monosacharidy sd pre metabolické procesy zvierat lahko dostupné, &im sa zvySuje energe-
ticky d&inok kultivovapého substrédtu. Po kultivdcii substrdtu pou¥itymi kmedimi Coprinus sp.
nedochddzalo k produkcii ldtok s potencidlnymi mutagénnymi pripadne kancerogénnymi d€inkami
ako bolo dokdzané testami podla Amesa /B. N. Ames, J. Mc. Cann, E. Yamasaki: Mutation Res.,
31, 347, 1975/. V pokusoch in vive sa neprojavili u pokusnych zvierat ¥iadne negativne prizna-

ky po ppdévani obohateného substrdtu.

" Uvedenym spbsobom sa cely postup biotransformidcie celulézy a jej vyuZfitia stdva vyrazme

ekonomickej¥i a atraktivnej3i z hladiska vyu¥itia. Tymto postupom boli ziskané kmene Copri-
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nus sp. 020, CCCF-674,ktoré pri overeni v prevddzkovom meritku vytvédrali priemerne 18 aZ 21 2
N-lédtok v substrdte, &o je 28 a¥ 64 % zvy8enie oproti kontrolnému kmefiu.

»

Priprava kmefiov tymto postupom a overenie ich vlastnosti sd uvedené v prikladoch.
Priklad 1

Spory-kmefla Coprinus sp. boli suspendované vo vode a filtrdciou cez vrstvu vaty boli
zbavené zhlukov spor a fragmentov vegetativneho mycélia, prifom polet spdr bol 3.106 m1-1.
K suspenzii spér bol sterilnym spdsobom pridany roztok mutagénu tris/beta-chloretylamin/.
HCl v takom mnoZstve, aby jeho vyslednd koncentricia v roztoku bola 0,008 M. Pripravend spo-
rovd suspenzia bola sterilnym spdsobom zmieZand v pomere 1:1 s vodnym roztokom jodacetamidu
o koncentrdeii 0,2 mM. Po 20 min. pdsobeni mutagénu za neustdleho miefania bol alikvotny po~"
diel spérovej suspenzie odobraty a preneseny do 1 % roztoku glycinu. Sporovd suspenzia bola
dalej riedend a spory vysiate na povrch sladinového agaru, a to 0,1 ml spor na povrch agaro-
vej platne o priemere 10 em. Po 48 a% 72 hod. kultivécii pri 34 °C sa vyrastené monokolonie -
preniesli na 3ikmy sladinovy agar a postupne boli hodnotend submerznou i povrchovou kultivd~
ciou na slamovom substrdte. Kmedi Coprinus CZO pri hodnoteni v previdzkovom meritku, po 12

diioch kultivdcie,poskytol produkt, ktory obsahoval a¥ 21 7% N-ldtok na gram suiny.
Priklad 2

Spéry kmeifia Coprinus sp.'suspendované vo vode sa zbavili filtrdciou fragmentov mycélia

a zmieZali sa s roztokom mutagénu tris/beta~chloretylamin/. HCl v takom pomere, aby vyslednd
koncentrdcia mutagénu bola 0,008 M. Pripravend spdrova suspenzia sa v pomere 1:1 zmieZala

s 0,01 M vodnym roztokom N-etylmaleimidu. Po 20 min. pésobeni mutagénu sa alikvotny podiel
sporovej suspenzie odobral a riedil s 1 ¥ roztokom glycinu. Po dal3om riedeni volenom tak,

aby na pov}chu agarovych platni vyrdstali monokoldnie,sa 0,1 ml sporovej suspenzié rozotrelo
po povrchu sladinového agaru /ako u prikladu 1/. Po 48 a¥ 72 hod. kultivieii pri 34 °¢c sa vy-
rastené monokoldnie preniesli na Fikmy sladinovy agar a postupne po vyrasteni boli hodnotené
povrchovou kultivdciou na slamovom substrite. Kmedi Coprinus sp. CZO’ ziskany podmienkami podla

tohoto pokusu dosiahol v prevddzkovych podmienkdch produkciu 19,8 % N-ldtok na gram suiny.
Priklad 3

K 1 kg slamového substrdtu sparenému hordcon - 95 °C - vodou pocas 60 min. sa prid4
3,5 litra vodného roztoku, ktory obsahuje 32 g moloviny a 1,6 g KHZPOQ. Substrit sa naolkuje
vegetativnym inokulom obsahu 7,5 a% 10 % objemovych na objem substrdtu jednym z kmefiov Copri-
nus sp. 020, ziskanymi podla prikladu 1 alebo 2. NaoZkovany substrdt sa rozostrie vo 5 a¥ 8 cm
hrubej vrstve na kultiva&né misy a nechd sa kultivovat pri teplote 28 a% 36 °C a vysokej
vlihkosti vzduchu po dobu 10 a? 12 dni. Zis&ani produkt obsahuje 18 aZ 21 % N-litok na gram

sudiny a 3,5 aZ 4,5 % vodorozpustnych redukujicich cukrov.
PREDMET VYNALEZU

1. Spbsob Flachtenia kmeda bazidiomycety Coprinus sp. vyznadujdci sa tym, Ze na spory
kmefia sa pOsobi mutagennymi ldtkami reagujicimi s jeho celuldrnou desoxyribonukleinovou ky-
selinou v zmysle alkyla&njch reakcii, ako sd 0,005 a% 0,04 M tris/beta-chloretylamin/hydro=-
chlorid alebo 0,005 a% 0,04 M N-yperit a ldtkami blokujdcimi SH-skupiny, ako sd 0,005 aZ
0,01 M jodacetamid alebo N-etylmaleimid po dobu 10 aZ 30 mindt, dalej sa alikvétny podiel
sporovej suspenzie riedi 1 ¥ roztokom glycinu a vyseje sa na povrch agarovej platne a po vy-
rasteni sa kultivuje na slamovom substrite alebo sa kultivuje pri teplote 28 a% 36 °C za vy-

sokej vlhkosti vzduchu na upravenom slamovom substrdte, a to tak, %e sa k slamovému substritu

.
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sparenému 95 %¢ vodou pridé roztok ldtok obsahujdcich dusik, draslik a fosfor, s vyhodou vo

forme moloviny a draselnych soli kyseliny fosfarelnej.

2. Kmefi bazidiomycety Coprinus sp. 020 CCMF-674, degradujdci celuldzu v slamovom

substrdte, ziskany spdsobom podla bodu 1.

Severografia, n. p.. zévod 7. Most
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