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. (Celem YeSeni je zabezpefeni vhodné suro- -

vinové zékladny pro vyrobu ndmelovych al-
kaloidt ergotoxinové skupiny, zejména er-
gokorninu, pop¥ipadé pro vyrobu polosyn-
tetickych derivatd kyseliny lysergové.
Surovinou pro tyto v§roby jsou sklerocia
nidmele, ziskand parazitni kultivaci.
Uvedeného G&elu se doséhne vypéstovénim
sklerocii nového primyslového kmene
Claviceps purpurea (Fr.)} Tul. CCM 8057

na #it& v mnoZstvi nejméné 960 kg/ha

a pouzitim t8chto sklerocii k vyrobé
substanci nativnich nebo polosyntetic-
k¢ych ndmelovych alkaloidl. Sklerocia
obsahuji ndmelové alkaloidy v mnoZstvi
0,52 % a% 1,25 % sudiny biomasy, minimdl-
n& 93,5 % sumy alkaloidd je tvo¥eno smé&si
ergokorninu, alfa-ergokryptinu a beta-
ergokryptinu v poméru 4,2 : 1,6 : 1.
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Vynélez se tyk4d nového primyslového kmene mikroorganismu Claviceps purpurea (Fr.)
Tul. CCM 8057, vyznadujiciho se pfi poln{ kultivaci na #it& velmi vysékymi hektarovymi
VYnoéy némelovych sklerocii s vysokym cbsahem ergokorninu, alfa~ergokryptinu a beta-ergo-
kryptinu a minim&lnfim zastoupenim neZédoucich doprovodnych alkaloida.

Ergokornin, alfa-ergokryptin a beta-ergokryptin jsou ergotoxinové alkaloidy s vyznam-
nymi 1é&ivymi déinky. Tyto alkéloidy lze v terapeutické praxi vyufit samostatng nebo ve
sm&sich. Ergokornin je v soufasné terapeutické praxi pou¥ivdn ve smEsi s alfa-ergokrypti-
nem, beta-ergokryptinem a ergokristinem v p¥esné definovaném poméru pod obchodnim nédzvem
Secatoxin. S v{hodou je moZno vyuzit terapeutickych vlastnost{ ergokorninu samotného nebo
ve smdsi s ergokristinem. Sm&s alkaloidd mi¥e byt pouZita jako vychoz{ surovina pro vyrobu
polosyntetickych derivdtid s §irokym spektrem G&inkid.

Pro vyrobu ergokorninu ve sm&si s alfa-ergokryptinem a beta-ergokryptinem je v sou-
%asné dobd vyu¥fvdna ¥ada kment Claviceps purpurea (Fr.) Tul., popsanych v odborné a pa-
rentové literatu¥e. Hlavnim nedostatkem t&chto kment je nizky obsah Zadoucich némelovych
alkaloidl, nep¥iznivy vzédjemny pomér ergokorninu k alfa a beta-ergokryptinu a vysoky ob-

sah nef4doucich doprovodnych alkaloida.

Tyto nedostatky do ur&ité miry odstranil vyndlez (&s. autorské osvéddeni &. 239 884),
kterym je novy primyslovy kmen CCM F-734, produkujfci ndmelovou drogu s pEfzniv&jZim pomé-
rem jednotlivych sloZek ve smési alkaloid® a vysokym hektarovym vinosem nejméné 840 kg/ha.
Vysoké v¢nosy jsou dény vysokou schopnosti tohoto kmene infikovat hostitelskou rostlinu.
Nedostatkem tohoto kmene je viak pomérn& nizky obsah ndmelovych alkaloidd {nejméné 0,32 %),
zptsobujici vys85{ ndklady na. ziskévdni alkaloidd z némelové drogy.

Uvedenéd nedostatky kment ndmele pro polni produkci ergotoxinovych alkaloidd odstrahu-
je do zna¥né miry vyndlez, jimZ je novy prﬁmysloV? kmen mikroorganismu Claviceps purpurea
(Fr.) Tul., ulofeny v Cs. sbirce mikroorganismii University J. E. Purkyné, Brno, t¥. Obrdn-
ct miru 10, pod oznadenim CCM 8057. '

Hlavni vyhodou tohoto kmene je p¥i kultivaci na %it& vysoké produkce sumy alkaloidd
ve sklerocifich, kterd dosahuje priméru 0,91 % (minimum 0,52 %) suSiny biomasy. pals{i vy~
hodou je velmi nizk& tvorba neZddoucich doprovodnych alkaloidd, které tvori nejvySe 6,5 %
sumy alkaloidt. Ergotoxinové alkaloidy tvo¥i nejménd 93,5 § celkové sumy alkaloidd v po-
mérném primdrném zastoupeni ergokorninu : alfa-ergokryptinu : beta ergokryptinu = 4,2 :

1,6 : 1. Kmen lze s vyhodou pou¥it k zisk&ni ndmelové drogy pro izolaci této smési ergo-
toxinov§ch alkaloidd i pro izolaci ergokorninu a ergokryptint zvl43t. Novy kmen se také
vyznaduje vysokou schopnosti infikovat hostitelskou rostlinu, kterd umoZhuje p¥i recentnd
u¥ivané agrotechnice p&stovdni ndmele dosahovat hektarového vynosu ndmelové drogy minimél-
né 960 kg/ha. Vlastnosti nového kmene umoZhujf zefektivnit postupy extrakce a izolace p¥i
vyrob& némelovych alkaloidl, zejména snifenim spotfeby surovin, energie a prachosti.
Sklerocia tohoto kmene mohou byt také pouZita jako v§ychozi surovina pro vyrobu polosynte-
tickych derivédti.

Popis vlastnost{ nového kmene Claviceps purpurea (Fr.) Tul. CCM 8057:

P¥i saprofytnim ristu na sladinové ptdé ztuZené agarem tvo¥i houba kolonie z typické-
ho sfaceliového vzduného mycelia. Mycelium je bohat& vétvené, bilé a postranni hyfy jsou
ukondeny konidiogennfimi buiikami. Konidie maji prim&rné rozméry 7,4 x 3,8 mikrometrd.
Mladé kultury jsou bilé, star$i jsou slab& rt¥ovofialovd pigmentované.

PYi parazitni kultivaci na %it® tvo¥{ houba tmavé, fialové pigmentovand sklerocia o
véze v rozmezi 0,016 a% 0,105 -g (primdr 0,046 g). Sklerocia tohoto kmene obsahuji ndmelo-
vé alkaloidy v mno¥stvi od 0,52 % do 1,25 % sudiny biomasy, p¥i priméru 0,91 8. Minimé1lné
93,5 % sumy alkaloidd je tvo¥eno ergokorninem, alfa-ergokryptinem a beta-ergokryptinem.
Pomdr ergokorninu ku ergokryptintm je 1,62 : 1, pomdr alfa-ergokryptinu ku beta-ergokryp~ .
tinu je 1,6 : 1. DoprovodnYmi'alkaloidy jsou zejména ergometrin, dédle ergokornam a klavi-
nové -alkaloidy.
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Novy produkéni kmen byl vyS$lechtén z plvodniho produkéniho kmene CCM F - 734.
Sklerocium tohoto kmene obsahujic{ 0,72 % sumy alkaloidl s pom&rnym zastoupenim ergokorni-
nu ku alfa~ergokryptinu a beta-ergokryptinu 2,6 : 1,3 : 1 bylo pfevedeno do saprofytni
2571 po dobu 185 s,
kdy pfe¥fvalo 0,50 % konidif. Po ozd¥eni byla suspenze spor monosporicky rozizolovéna.

kultury a vytvo¥ené konidie byly ozafovdny UV zé¥enim o vykonu 15 J m “s”
Postup UV- mutageneze a monokonidiové izolace byl opakovén za stejnych podminek t¥ikrét.
Kultury z jednotlivych monokonidiovych izoldtd byly naolkovdny na Zito. Vznikld sklerocia
byla jednotlivé izolovéna. Z analyzovanych sklerocii bylo pro dal8i Slecht&ni vybréno
sklerocium s obsahem sumy alkaloidd 1,05 %, ergokorninem, alfa-ergokryptinem a beta-ergo-
kryptinem v poméru 3,5 : 1,1 : 1. Sklerocium bylo pfevedeno do saprofytn{ kultury. P¥i-
pravend suspenze konidif byla podrobena UV~ mutagenezi a ndsledné monokonidiové izolaci opa-
kovand t¥ikrét. Takto ziskané kultury monokonidiovych izoldtd byly naodkovény na ¥ito.

Na zdkladé hodnoceni jednotlivych mutovanych monokonidiov?éh izoldtd, tj. stanoveni jejich
infekceschopnosti a analyzy ndmelov§ch alkaloidd v souboru sklerocii byl vybrdn kmen ozna-
geny CCM 8057, ktery se vyznaluje uvedenym vyhodnym spektrem alkaloidl, minimem doprovod-
nych neZddoucich alkaloidd a velmi vysokou infekceschopnostf. Stabilita té&chto vlastnosti
byla potvrzena opakovanou kultivaci na Zité& ve dvou vegetadnich obdobich na Zesti rozdil-
nych lokalitéch.

Zpisob kultivace nového kmene pro ziskdni vychozi suroviny k izolaci ergokorninu,
alfa-ergokryptinu a beta-ergokryptinu a ndsledné vyrob& findlnich produkth z téchto alka-
loidd je doloZen v prikladu pouziti, aniZ by se timto p¥ikladem jakkoli omezovaly vlast-
nosti nového kmene, zpiisob jeho kultivace a poufiti ve vyrobd.

P¥iklad pouZiti:

% pot¥ebného objemu saprofytni kultury kmene CCM se p¥ipravi vodnd suspenze konidii.
Suspenzi konidii se pomoci olkovaciho stroje naolkuji klasy Zita ve fézi metdni tak, Ze

na plochu 1 ha se pouZije 5.1011

Zzivgch konidif. Po 35 a%? 60 dennim rdstu na Zité se pro-
vede sb&r narostlych sklerocii ndmele. Z jednoho hektaru Zita bylo ziskd&no 1 020 kg su-
chych sklerocii némele, obsahujicich 0,91 % sumy alkaloidl, ze které bylo 97,5 % tvofeno
ergokorninem, alfa a beta-ergokryptinem ve vzdjemném poméru 4,2 : 1,6 : 1, zbytek byl

tvo¥en ergometrinem, ergokornamem a klavinovymi alkaloidy.

z{skané droga byla vyextrahovdna, extrakty byly zldsti izolovdny na jednotlivé alka-
loidy a pouZity pro vyrobu prepardtu ergotoxinu, z&4sti pouZity k vyrob& smési alkaloidd
s vysokym podilem ergokorninu a zdsti pouZity pro vyrobu polosyntetickych derivdti.

PATENTOVE NAROKY

Novy primyslovy kmen mikroorganismu Claviceps purpurea (Fr.) Tul. CCM 8057 produkujici er-
gokornin, alfa-ergokryptin a beta-ergokryptin.
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