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Zplsob vyroby alfawergokryptinu

(57) Zplsob vyroby alfa=ergokryptinu spo=

¢ivd v tom, 28 se mikroorganismus druhu
Claviceps paspali DSM 2836 kultivuje za

anerobnich podminek v pi*itomnosti uhlohyde=
rétd, dusikatych slougenin, rdstovych li-
tek a minerdlnich soli p¥i hodnotd pH'4 a3
6 za teploty 20 aZ 35 "C a po skon&ené fer=
mentaci se vznikly alfa=ergokryptin izoluje.
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Vynélez se tyké zpGsobu vyroby alfa=ergokryptinu kultivaci urditého druhu mikro=

organismuse

alfa=Ergokryptin = 9,10alfa-dihydro-12‘4 hydroxy=-2%/l=nethylethyl/-5"alfa=/2-nethyl=
prbpyl/-ergotaman-s', 67, 18=trion je, jak znémo, farmakologicky U&inny, Podle dosud Znde=
mych zpl@isobd vyroby je alfa=ergokryptin dostupny fermenta&ni cestou jenom ve smési s ostat=
nimi ndmelovymi a peptidovymi alkaloidy /n&mecky zveifejfiovaci spis 31 04 151/. Tim je jeho
vyroba iizolace velice ndro&nd

Nyni bylo nalezeno, %e kmen houby druhu Claviceps vyluduje do kultivaZniho pro=-
stfedi ve vysokych vytdZcich alfa=ergokryptin prosty vedle stop agroklavinu pfitomnosti
dal&ich namelovych alkaloid&. Tento kmen druhu Claviceps byl izolovén z némele divoce
rostouci traviny druhu Spartina aelterniflora; méd interni oznateni Schering, MBCE 5227 a
je uloZen v n¥mecké sbirce pro mikroorganismy pod &islem DSM 2836. Kmen vytvéil na aga=
rovych prostifedcich se sachardzou jako zdrojem uhliku a asparaginem jako zdrojem dusi-
ku ploché, nazloutlé kolonie z kompaktniho myceliae Prdmér kolonii &ini po 7 dnech kulti=
vace 2 8% 3 cm a po 20 dnech kultivace 6 aZ 8 cm,

Na agarovém Zivi&ném prostifedi se sachardzou jako zdrojem uhliku a jantaranem amon=-
nym nebo citranem amonnym jako zdrojem dusiku vytvafi houba pomalu rostouci, klenuté s
nad agarovym povrchem lehce nadzdviZené, naZloutle hn&dé kolonie. Kolonie mé tvorbou vzdug=
ného mycelia hruby, kulovity povrche Okraj kolonie je roztifepen. Pramé&r kolonie &ini po
14 dnech 2 a% 3 cm a po dob% 30 dni 6 a% 7 cm, Vedle hyfovitého mycelia se vyskytuji kréte
ké kulovité bufiky, které mohou byt téZ nepravidelnd tvarované a Casto vytvdfeji fetdzy a
vypln#né vakuolami siln¥ lémou sv&tlo, Pram&r hyf &ini 3 aZ 4 um, Vekuolizované bufiky ma=-
ji prémé&r od 6 do 10 um a délku od 10 do 25 wm,

Zplisob vyroby alfawergokryptinu podle vyndlezu spoéivéd v tom,Ze se mikroorganismus
druhu Claviceps paspali DSM 2836 kultivuje za snerobnich podminek v pi¥itomnosti uhlohy-
drétd, dusikatych slou&enin, rdéstovych latek a minerdlnich soli p#i hodnoté pH 4 aZ 6 za
teploty 20 aZ 35 % a po skondené fermentaci se vznikly alfa=ergokryptin izoluje.

Zpisob podle vyndlezu se tedy provédi za podminek, kterych se obvykle pouZiva
k p&stovéni kultur hub pro metabolickou syntézu. Tak se nejprve uréi v obecnych obvyklych
pedbdZnych pokusech nejpfiznivdjsi podminky fermentace, jako napiiklad volba nejpfizni-
véjSiho Zivného prostfedi, technickych podminek, jako teploty, vzdudn&ni, pFesné hodnoty
pH a optimdlnich &ast pro kligeni a vyvoj mikroorganismu,.

Jako zdroj uhliku pro fermentaini prostifedi lze pouZit napiiklad gluk6zu nebo sa=
charézu. Jako zdroj dusiku slouzi kromZ jiného asparagin, jentaran amonny nebo siran amon-
ny. Prostfedi obsahuje ddle nezbytné rdstové létky /napiiklad kvasni&ny extrakt/ a mine=
rélni létky /draselné, hoffe&naté, vépenaté, Zeleznaté a zineénaté kationty, jakoZ i sul=
fatové, fosfatové, dusilnanové a chloridové aionty/ v obvykle poufivané koncentracie

Fermentace miZe byt jedno~ nebo dvoustupfiovéd, pFidemZ prostifedi uZité pro pifedkultue
ru méZe byt totoZné s prostfedim hlavni kultury nebo odlidné, Pro pifedkulturu se pouZivé
8 vyhodou glukéza jeko zdroj uhliku, pro hlavni kulturu s vyhodou sachardza. Prostiedi
pFedkultury obsehuje s vyhodou 10 &2 100 mg/l zdrojd uhlikuy, prosti¥edi hlavni kultury
s vyhodou 100 aZ 300 mg.

Na zaldédtku fermentace se nastavuje hodnota pH prostiedi s vyhodou v rozsahu od 4 do
6o Teplota kultivace se pohybuje v rozmezi asi od 10 aZ do 35 °c, 8 vyhodou v rozmezi od
20 do 30 °c, Podminky kultivace jsou pi*isnd aserobni., Optimélni doba fermentace se zjistu-
je obvyklym zpGsobem pomoci analyzy vzniklého alfa=ergokryptinu,

Po gkon&ené fermentaci se vznikly alfaergokryptin izoluje o sob& zndmym zpdsobem,
napiiklad tak,’ Ze se fermentadni nésady extrehuji s vodou nemisitelnym orgenickym roze
poustddlem, jako ethylacetdtem, methylisabutylketonem, dichlormethanem, chloroformem ne-
bo tetrachlorethanem, extrakty se zkoncentruji a ziskany surovy produkt se &ist{ chroma=-
tografii a/nebo krystalizaci,

Nésledujici priklad provedeni slouzi k vysvétleni zplsobu podle vyndlezu,
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Claviceps druh DSM 2836 se p¥stuje na Zivném prostiedi, které obsshuje ndsledujici sloz=
kys o
sacharézu /100g/1/,kyselinu citronovou /10g/1/, kvasni&ny extrakt /0,1 g/l/, dihydrogen=
fosfét draselny /500 mg/l/, heptahydrét siranu hore&natého /300 ng/l/y siran amonny /6 g/l/,
tetrahydrét dusi&nanu vépenatého /1 g/1/, heptahydrat siranu Zeleznatého /7 mg/1/, hepta=-
hydrét sirenu zinenatého /6 mg/l/, agar /16 g/1/«Hodnota pH 2ivného prosti‘edi se nasta=-
vuje na 5,1, P&stovand kultura se uchovavd po dobu § aZ 20 dn@ p¥i teplot® 30 °C v tere
mostatu,

Asi 1 cn? velky kousek mycelia se za gterilnich podninek rozm8lni pomoci mixéru v
5 ml fyziologického roztoku a tim se otkuje 50 ml predkultury obsahujici glukdzu /100 g/1/,
kyselinu citronovou /7,5 g/1/, dihydrohenfosfat draselny /0,59 g/1/, heptshydrdt siranu
hoFe&natého /300 mg/l/, siran amonny /6 9/1/s heptahydrét siranu Zeleznatého /7 mg/1/,
heptahydrét siranu zineénatého /7 mg/l/¢ tetrahydrét dusinanu vépenatého /1 g/1/, kvasnig=
ny extrakt /0,1 g/1/, nastavené na hodnot¥ pH 5,1, kterd je umistdna v'.500 ml Erlenmeyero«
vé bafice a kultivuje se na rotadni tfepalce o 220 otdékami za minutuy po dobu 4 dni p¥i
teplotd 24 °c, .

’ 5 ml takto ziskané predkultury se pFenesou do 80 ml prostiedi obsahujiciho sacharé=
zu /200 g/1/, kyselinu citronovou /10 g/1/, kvasni&ny extrakt /0,1 9/1/, dihydrogenfosfat
draselny /500 mg/l/, heptahydrét siranu hoFe&natého /300 mg/1/, siran amonny /6 g/1/,
tetrahydrdt dusignanu vépenatého /1 g/1/, heptahydrat siranu Zeleznatsho /7 mg/l/ a
heptahydrdtu siranu zine&natého /6 mg/1/, nastavendho na hodnotu PH §,1, které je umistém
no v 500 ml Erlenmeyerovd bafice a po dobu 9 dni se pFi teplotd 24 °¢ t*epe na rotadni
t¥epadce se 240 otddkami za minutu, '

Potom se Zivné prostiedi odfiltruje a pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie
/Fresenius Z,Anal.Chen, 303, 1980, 208/ se ur&i obssh alfaergokryptinue Koncentrace kul=
tivadniho filtrétu &ini 525 mg/1, '

PREDMET VYNALE zZu

Zplsob vyroby alfa=ergokryptinu, vyznadujici se tim, %e se mikroorganisamus druhu
Claviceps paspali DSM 2835 kultivuje za anerobnich podminek v p¥itomnosti uhlohydrdta,
dusikatych sloulenin, réstovych lédtek a minersdlnich sold p¥i hodnot¥ pH 4 a% 6 za teplow-
ty 20 a% 35 °C a po skontené fermentaci se vznikly slfa=ergokryptin izoluje,
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