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(34) Zpiisob vyroby néamelovych alkaloidii, zejména ergokerninu a

g-ergokryptinu

Vynédlez se tyka zplisobu vyroby nédmelo-
vych alkaloidd, zvlast& ergokorninu a g-er-
gokryptinu fermentaci Claviceps purpurea,
za aerobnich podminek, na Zivném médiu,
obsahujicim zdroj uhliku a dusiku, mine-
rdlni soli a pfipadné jiné pfisady.

Pro postup je vyznamné, Ze jako kmen pro-
dukujici alkaloidy je pouZit kmen Claviceps
purpurea MNG 00186. Tento kmen je uloZen
v Madarské ndrodni kmenové sbirce.

215148



215148

3

Vyndlez se tyka zpilisobu vyroby némelo-
vych alkaloidfi, zejména ergokorninu a §g-
-ergokryptinu, provddéného za aerobnich
podminek fermentaci Claviceps purpurea na
Zivném médiu, obsahujicim zdroj uhliku a
dusiku, minerdlni soli a popfipadé jiné p¥i-
sady.

Je zndmo, Ze hydridaci ergotoxinu vznika
latka s 1é¢ivymi Gcinky, dihydroergotoxin;
je smési dihydroergokristinu, dihydroergo-
korninu a dihydroergokryptinu.

Bylo zjisténo, Ze ergokryptin se vyskytuje
ve dvou formdch: vedle jiZ dfive identifi-
kovaného «-ergokryptinu byl z némelové
drogy izolovdn také g-ergokryptin, g-ergo-
kryptin pfipraveny extrakci z drogy, popfi-
pad& polosynteticky, byl vySetfovan farma-
kologicky a prokizala se jeho vhodnost k
ovlivnéni pohlavni aktivity, sérotoninového
antagonismu, stahli délohy a cévniho tonu-
su. ‘

Je téZ popsdn kmen Claviceps purpurea,
ktery produkuje prevdiné g-ergokryptin.

Je-li tento kmen pé&stovdn v Zivném mé-
diu obsahujicim jako zdroj uhliku nap¥iklad
sacharosu, glukosu, manit, jako zdroj du-
siku napfiklad asparagin, peptony, hydroly-
sovany kasein a amonné soli, za provétra-
vani pfi 24 °C, pak lze b&hem 10 aZ 16 dni
ziskat zrcadlo alkaloidu celkové o 950 aZ
1240 gama/m}. Smés alkaloiddi pfevdZné ob-
sahujici g-ergokryptin je v8ak bohatd na er-
gosin a nelze ji proto bezprostfedn& (bez
odstran&ni ecrgosinu} pouZit k pFipravé er-
gotoxinu.

Vlastnimi pokusy byla vyp8stovdna pli-
seil z Claviceps-Sklerotikum, rostouci v jik-
rovém poli, které nebylo uméle ofkovéno,
a z ni opakovanou selekci, stfidavou solaci
kolonii a obohacenim v kapalné kultufe by-
la ziskana stabilni varianta kmene Claviceps
purpurea.

Zdklad selekce spo€ivd v tom, Ze na Ziv-
nych ptidach, popsanych v citovaném paten-
tovém spisu, tvoif kmen produkujici alka-
loid barevné kolonie, které lze dobfe odli-
§it od bilych kolonii kmend, neprodukuji-
cich alkaloidy.

Kolonie nového kmene produkujiciho al-
kaloid byly izolovdny a z diivodu obohace-
ni pfeSlechtény na tak zvaném diferentnim
Zivném médiu, Diferenéni Zivné médium ob-
sahuje kromé& anorganickych fosfati a ji-
nych minerdlnich soli predevSim sacharo-
su, kyselinu jantarovou a glycin.

Nékolikandsobnym opakovanim isola¢nich
krokli a obohacovani byla ziskdna nova va-
rianta kmene. Varianta (s internim oznace-
nim: CLY) roste pomaleji neZ kultura divo-
ké Claviceps, nevykazuje Zadné konidie a
v bé&Znych Zivnych médiich je moriologicky
podobnd droZdi, tedy chybi pro mycelovy
tvar charakteristické vldknité hyfy.

Makroskopicky popis kmene

Na agarovém médiu pouZitém v selekci,
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které obsahuje Skrob a tryptofan, jsou po
10 dnech po povrchu rozseté kolonie s oran-
Zové-riZovym zbarvenim, jsou ostfe ohrani-
¢ené, jejich primér je 6 aZ 8 mm. Po dvace-
ti dnech majl kolonie primér 20 aZ 25 mm,
uprostfed jsou vypouklé a jsou radi4lné
zvrasndné, jejich barva je rGZové lila. Dol-
ni strana kolonie je tmavé hn&d4, Zivnd pi-
da v jejim okoli je zbarvena do lila.

Na sladovém agaru tvofi kmen ve stari
deseti dnfi svétle zbarvené kolonie o prii-
méru 1 aZ 2 mm, které jsou pravideln& po-
lokulovité. Ve staii po 20 dnech maji ko-
lonie primér 2 aZ 4 mm, jejich vzrust je sla-
by a barva se prohlubuje do hnéda.

Na St-agaru jsou kolonie kmene ve stafl
od 10 dné ostfe ohranifené, ve sméru na
stfed zvrdsné&né, uprostfed maji 3picatou
vyvydeninu a maji primér 8 aZ 12 mm.
Spitka je 3 aZz 5 mm vysokd. Barva kolonii
je bé%ov4a aZ svétle hndda. Po dvaceti dnech
je povrch kolonii siln& a k okraji rozvétve-
nd rozbrdzdén, $pifka mé tvar krdteru. Ko-
lonie maji svétle hnédou barvu s kakaovym
stinovdnim, jejich primér je rdizny, mezi
25 a? 40 mm, vyska je 6 aZ 8 mm. Kolonie
lze s povrchu agaru obtiZn& sejmout. Ne-

(YOI

tvofi Zadné spory.

Mikroskopicka charakteristika kmene v ka-
palné kultufe

V Zivném médiu KG po 40 hodinédch kul-
tivace:

Kolonie maji mdlo bun#k, pfevdiné jed-
notlivé bufiky. Buiiky jsou 4 aZ 8 x 8 aZ 20
mi velké, valcovité, zaokrouhlené nebo ne-
pravidelného tvaru. Lze pozorovat dé&leni na
konci bun&k nebo postranni vétveni. Bu-
n&né rady jsou krétké, jsou tvoFeny néko-
lika buiikami. PFi pozorovdni v mikroskopu
s fdzovym kontrastem se builky jevl siln&
zrnité, starsi butiky obsahuji vakuoly. Ne-
tvof{ Z4dné spory.

V St-Zivném médiu po &tyficetihodinové
kultivaci:

Mikroskopicky obraz je identicky s obra-
zem jiZ dfive popsanym, pouze s tim rozdi-
lem, e na tomto Zivném médiu je tvofeni
kolonif z bun&tnych Fad &ast&jsi. Jednotlivé
buiiky jsou v&tsi, star$i a v&t3i builky ne-
maji vakuoly.

PouZitd Zivnd média pfi uréovani makro-
skopického a mikroskopického vzhledu jsou
z84sti uvedena niZe, zatimco Zivnd média
St-Zivné médium, St-agar a Zivné médium-
-GK jsou popsédna v piikladové {asti.

Skrob — tryptofan — agar

skrob 20 g
tryptofan lg
chlorid draselny lg
hydrofosforetnan diamonny 2 g

Hodnotu pH upravime na 6,6 aZ 6,8 a do-
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plnime vodou na objem 1000 ml; k roztoku
priddme 25 g prakového agaru (Difco), Ziv-
né médium zahiejeme k varu a rozdélime
po 150 ml do l4hvi a sterilizujeme.

Slad — agarové Zivné médium

Sladovy vytaZek 60 g
voda do 1000 ml
praskovy agar (Difco) 25 g

Zivné médium zahfejeme k varu, rozdé&li-

me po 150 ml do ldhvi a sterilisujeme.

Biochemicka charakteristika kmene:

Rozkladé se g-frukto-furanosidasou sacha-
rosy a poskytuje transfer-oligosacharidy;
dobie zuZitkovdvd kyselinu: citrgnovou, z
hydroxyantrachinonu produkuje piedevsiim
pigment antrachinonového charakteru.

Je-li novy kmen pa&stovan na Zivném mé-
diu zndmém z literatury, které obsahuje
cukr a amonnou siil ndkteré organické ky-
seliny, pak produkuje alkaloid. 25 a% 30 %
ze vzniklych alkaloidi je @B-ergokryptin,
hlavni podil, 55 aZ 60 %, tvoii ergokornin,
a zbytek je «-ergokryptin. Mimo charakte-
ristické peptidické alkaloidy kmen produ-
kuje pouze ergometrin.

V§se popsand nova varianta kmene Cla-
viceps purpurea byla jiz deponovéna.

P¥i zkouskach moZnosti "vyuZiti tohoto
kmene bylo objeveno, Ze kmen pfi fermen-
taci za aerobnich podminek: na Zivném mé-
diu obsahujicim zdroj uhliku, dusiku, mi-
nerdlni soli a pfipadné daldi pirisady pro-
dukuje ur¢ité komponenty ergotoxinu, jme-
novité ergokornin, §- a a-ergokryptin.

Dale bylo objeveno, Ze mnoZstvi vznik-
lych alkaloidd ve fermentatnim roztoku
vzroste, pfida-li se b&hem fermentace k fer-
mentaénimu roztoku jako prekursor vzni-
kajici slou¢eniny valinu a/nebo isoleucinu.
_ Dosavadni zpfisob vyroby namelovych al-

kaloidfi poskytuje malé vytéZky, vzhledem
k tomu pfi fermentaci vznikaji take latky
nepot¥ebné, které se dodatetné musi od-
- strafiovat.

Tyto nevyhody jsou odstranény u zplsobu
v§roby ndmelovych alkaloiddi podle vyna-
lezu, jeho# podstatou je, Ze jako péstovany
kmen je pouZita varianta Claviceps purpu-
rea MNG 00186.

Podle vyndlezu probihéd fermentace v sub-
merni kultuPe, v kapalném Zivnhém médiu
za aerobnich podminek, které obsahuje zdroj
uhliku a dusiku, mineralni soli a pfipadné
dalsi prisady.

Fermentace se provadi pfi teploté mezi
20 aZ 26°C, p¥i hodnoté pH od 5,2 do 6,8
gtyti‘aZ osm dnil.

P¥i fermentaci jsou popiipad& pouZity p¥i-
sady, které zvy3uji tvorbu alkaloiddi (pre-
kursory), napfiklad valin a/nebo isoleucin.

Prekursorem je suspense kultury ~ mnoZz-
stvi 0,05 az 0,5 g.100 ml3, s vyhodou 0,1
a¥ 0,3 g.100 ml~%, kterd se pridava ve for-
mé vodného, eventudlng slabé kyselého roz-

Ledip T -
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toku, po sterilisaci Zivného média. Prekur-
sor miiYe byt priddn najednou, v n#&kolika
davkdach nebo pribé&Zzné bé&hem fermentace.

V literatuie se vytdZek Casto uddva hod-
notami celkového obsahu alkaloidil, které
byly zjistény spektrofotometricky. Také u
zde popisovanych pokust byl celkovy obsah
alkaloidfi zjistovdn fotokolorimetricky na
z&klad® barevnych reakci; toto méfeni ne-
ni specifické.

Pro charakterisaci fermentace byly jed-
notlivé sloZky ergotoxinu urovédny elugni
chromatografii nebo kvantitativni kapalino-
vou chromatografii. PouZiti kmene ma proti
d¥ive popsanym postuplim tyto pfrednosti:

1. Vyroba pomoci fermentace je moder-
n&jsi ne# postup zakladajici se na extrakci
drogy. Odpadaji také obvyklé nevyhody, kte-
ré vznikaji ze spoluprdce se zemé&dglstvim.
Postup lze Fidit bezprostiednimi technicky-
mi zdsahy u kaZdé SarZe.

2. V porovnéani s polysyntetickym postu-
pem, ktery sestdvd z dlouhé rady reakci, se
v piipadé fermentace pfipravi sloZité mole-
kuly z jednoduchych, lehce dosaZzitelnych
latek (sacharosy, amonnych soli) a Zivych
bungk, p¥i 24°C za privodu vzduchu. Poly-
syntetickou vyrobou je feSena pouze syn-
téza peptidové Césti, ¢ast obsahujici kyse-
linu lysergovou musi byt vyrobena vyhrad-

né fermentaci.

3. Kmen produkuje prakticky pouze sloZ-
ky ergotoxinu. Nepatrné mnoZstvi ergome-
trinu lze od peptidovych alkaloiddi, které
pFipadaji v avahu pro pfipravu ergotoxiny,
snadno oddé&lit (ergometrin je totiZ rozpust-
ny ve vodé).

Vynélez je bliZe objasnén na nésleduji-
cich prikladech, kterymi v8ak neni omezen.

Priklad 1

Kultura Claviceps purpurea MNG 00186,
péstovand na Zivné pidé z St-agaru se na-
otkuje do 100 ml GK-Zivného média, které
je v 500 ml Erlenmayerové baiice. Barika
je umisténa na vibra¢ni stil (kmitocCet 300
min~1). Obsah v bafice je temperovan 4 dny
na teplotu 24°C. Po 10 ml takto ziskané
kultury se preotkuje celkem do osmi 100 ml
davek St-Zivného média v bailkéch. Tyto
kultury jsou fermentovany pfi 24 °C na vib-
racnim stole 7 dn@. Do &tyf banék nebyl
pridan prekursor. K obsahu Ctyl' zbylych
ban8k se na podatku fermentace piidalo po
2 g valinu jako prekursoru. Po sedmi dnech
bez prekursoru byl slit dohromady a v sus-
pensi byl stanoven obsah alkaloidf. MnoZ-
stvi ergokorninu bylo 80 yml~1, ¢-ergokryp-
tinu 15 yml~! a g-ergokryptinu 30 yml~1.

Suspense kultury pfipravend s prekurso-
rem byla rovné¥ slita dohromady a stanoven
obsah alkaloidfi. Suspense obsahovala 250
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yml-1 ergokorninu, 25 yml-! g¢-ergokryptinu
a 30 yml~1 g-ergokryptinu.

 PoufZité Zivné pldy

Zivné médium GK

Trypkasin 70 g
kyselina citrénova 41 g
dihydrofosforetnan draselny 03 g
siran horeénaty 03 g
hydroxid amonny do pH 57 aZ 5,8
voda ' do 840 ml

Zivné médium se do bandk rozdsl po 84,
eventuainé 840 ml a za sterilnich podminek
zfedl 16 ml nebo 160 ml 50% roztokem glu-
kosy.

H

St' — Zivné médium

[
sacharosa 1000 g
kyselina jantarova 100 g
dihydrofosforednan draselny 0,25 g
siran hoteénaty 0,25 g
dusi¢nan amonny 10 g
chlorid vapenaty 1,0 g
hydroxid amonny do pH 5,2 aZ 5,3
voda do 1000 mil
-7

Zivné médium se sterilisuje ve 100 ml
ddvkédch v Erlenmeyerovych baiikdch nebo
v poloprovoznim fermentdtoru v mnoZstvi
100 1litrd.

St-agarové Zivné médium (Blake) se lisi
od kapalného St-Zivného média tim, Ze se
k litru roztoku pFidd 25 g praskového aga-
ru. Po priddni agaru se #ivné médium za-
hieje k varu, rozdé&li se do 14hvi po 150 ml
Ia sterilisuje.

P¥fklad 2

Typické, dvacet dnfi staré kolonie Clavi-
ceps purpurea MNG 00186, namnoZené na
St-agarovém Zivném médiu, se z povrchu
agaru sejmou, zhomogenizuji se v 20 ml
sterilniho fysiologického roztoku kuchyiiské
soli a 10 ml suspense se pridd ke 100 ml
pfedsterilisovaného St-Zivného média v 500
mililitrové Erlenmeyerov® baiice. Kultura se
péstuje 6 dni pfi 24°C na vibraénim stole
a pak se pifeoCkuje do 500 ml Erlenmeyero-
vé bariky na 100 ml Zivného média TC-54.
Po tfidenni fermentaci na vibratnim stole

se 10 ml kultury pfeofkuje na 100 ml ste-
rilisovaného Zivného média - St, které je
opét v 500 ml Erlenmeyerové batice. Tato
kultura se za jmenovanych podminek pé&s-
tuje na vibradnim stole sedm dnfi. Timto
postupem se ziskd dédle uvedené mnoZstvi
alkaloidd: ergokornin 150 ymi-!, «-ergo-
kryptin 40 yml~!1, a g-ergokryptin 90 yml-1.

SloZeni St-Zivného média a St-agarového
Zivného média (Blake) bylo jiZ uvedeno v
pfikladu 1. Zivné médium TC-54 mé toto
sloZeni:

100,0 g

sacharosa

kyselina citrinova 10,0 g
chlorid sodny 100 g
dihydrofosforetnan draselny 05 g
siran hofecnaty 05 g
hydroxid amonny do pH 5,7 aZ 5,8
voda do 1000 ml

Zivné médium se sterilisuje po 100 ml
davkach v Erlenmeyerovych baiikdch o ob-
sahu 500 ml nebo po deseti litrovych d4v-
kdch v laboratornich fermentédtorech s ob-
jemem 15 litrd.

Prfiklad 3

Dvacet pét dnl stard kultura Claviceps
purpurea MNG 00186 z St-agarové Zivné pi-
dy se s povrchu agaru se$krgbe a shomo-
genisuje se ve 100 ml fysiologického roz-
toku kuchyiniské soli. Takto ziskanou sus-
pensi se naockuje 1 litr Zivného média GK
(pfedem sterilisovaného v Erlenmeyerové
baiice o obsahu 3 1). Kultura se 44 hodiny
pii 24 °C tFepe. Pak se kultura pfenese do
fermentdtoru o obsahu 15 1, ve kterém je
10 1 Zivného média TC-54. Fermentace se
provadi pri 24 °C za pfivodu 0,25 1 vzduchu
na litr a minutu, pfi kmito¢tu 240 min-t.
Po tfech dnech se kultura pfevede do Kky-
selinovzdorného laboratorniho fermentédtoru
(150 1), ve kterém je 100 1 St-Zivného mé-
dia. Tato kultura se p8stuje pfi 22 °C, kmi-
to¢tu 150 min~! a za p#ivodu vzduchu v
mnoZstvi 0,35 1/min, po dobu Sesti dnfl. V
druhém, tfetim a patém dnu se pfida vZdy
po 100 g valinu a 20 g isoleucinu.

Po Sestidenni fermentaci bietka obsahuje
320 yml~! ergokorninu, 60 yml-! g-ergo-
kryptinu a 160 yml-1 g-ergokryptinu,

PREDMET VYNALEZU

1. Zpdsob vyroby ndmelovych alkaloidi,
zejména ergokorninu a g-ergokryptinu, pro-
vadény za aerobnich podminek fermentaci
Claviceps purpurea na Zivném médiu, ob-
sahujicim zdroj uhliku a dusiku, mineralni
soli a popiipadé jiné piisady, vyznadeny
tim, Ze jako péstovany kmen je pouZita va-
rianta Claviceps purpurea MNG 00186,

Severografia, n. p., zavod 7 Most

2. Zptisob vyroby podle bodu 1 vyznadeny
tim, Ze fermentace probihd p¥i 20 a¥ 26°C
a hodnoté pH 5,2 aZ 6,8.

3. Zptsob vyroby podle bodu 1 vyznade-
ny tim, Ze se k fermentacnim roztokdm ja-
ko prisady pfiddvaji prekursory produkova-
nych alkaloidd.

Cena 2,40 Kis



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

