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(54) Priimyslovy kmen houby Claviceps fusiformis Loveless F 27 CC-4/85

Predm&tem ¥eSenf je novy priémyslovy kmen
houby Claviceps fusiformis Loveless F 27 pro-
dukujfci alkaloidy elymoklavin a agroklavin
submerznf fermentaci, ulofeny ve sbirkdch
Mikrobiologického ustavu CSAV v Praze pod &.
CC-4/85. Kmen v podminkdch hloubkové kulti-
vace produkuje vysokd mnoZstvi klavinovych
alkaloidd s vyhodnym zastoupenim elymoklavinu,
nizkou hladinou puvodniho chanoklavinu a
zanedbatelnou tvorbou exopolysacharidd. Dals{
vyhodou nového kmene je bohatd klifivost
konidil na agarovych Zivnych médifich. Pouziti
kmene p¥i fermentadni produkci alkaloidi ely-
moklavinu a agroklavinu umoZni zefektivnit

vliastni fermenta&ni

postup, extrakci a izo-

laci alkaloidd i néslednou vyrobu polysynte-
tickych lé&ebnych preparédtd.
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Vynélez se tykd nového prﬁmjslového kmene houby Claviceps fusiformis Lovelles, produku-

ﬁici alkaloidy elymoklavin a agroklavin submersni fermetraci.

Agroklavin se vyznaluje mimo¥4ddnymi biologickymi d&inky, nap¥. inhibuje lakataci (P.G.
Mantle, Proc. Royal Soc. B. 170, 423, 1968), bradnf implantaci fertilizovaného vaji&ka (.G.
Maptle, J. Reprod. Fertility 18, 81, 1969), vykazuje u¢inky antibakteri&lni (S. Schwarz a
E. Eich, Planta Med. 47, 212, 1983), a cytostatické (E. Eich et al., Biochem, Pharm. 33, 4,
1984).

Elymoklavin se vyznaduje antibakteridlnf aktivitou (G. Schwarz a E. Eich, Planta Med.
47, 212, 1983) a je vyhodnym substrétem pro p¥ipravu farmakologicky vyznamnych polosyntetic-
k¢ych derivétd kyseliny lysergové, nap¥. nicergolinu (Tung~Chung Choong, H. R. Shough, Tetra-
hedrom Letters 19, 1627, 1977; M. Semonsky, N. Kucharzsyk, Coll. Czech. Chem. Commun. 33,
577, 1968; M. Beran et al. Coll. Czech. Commun. 39, 1768, 1974; J. Kfepelka et al., Coll.
Czech., Chem. Commun., 42, 1412, 1977; Belg. pat. 633 438).

Fermentaéni produkce klavinovych alkaloidd neni dosud uspokojivé& vy¥eBena. S&koliv
byla popsédna v ¥adé& publikac{ (M. Abe a S. Yamatodani, Progr. Ind. Microbiol. 5, 205, 1964;
L. Vinning a P. M. Nair, Can. J. Microbiol. 12, 915, 1966; A. Tonolo a E. Udvardy-Nagy,
Acta Microbiol. Acad. Sci. Hung. 15, 29, 1968; {s. A0 199 986), vesm&s zist&v4 zati¥ena
nizkou vyt&inosti a délkou procesu.

Uvedené nedostatky do zna&né miry odstrafiuje novy primyslovy kmen houby Claviceps fusi-
formis Lovelles F 27, produkujici alkaloidy elymoklavin a agroklavin submersnf fermentaci,
uloZeny ve sbirkich Mikrobiologického tstavu CSAV v Praze, pod &. CC-4/85.

Charakteristika nového kmene F27

Novy kmen houby C. fusiformis F27 (ddle jen kmen F27) roste na agarovém Zivném médiu T2
pozvolné& za tvorby souvislé siln& zvrasnéné vrstvy Sedozelenavého vzdu¥ného mycelia, které
do média vyluduje olivové zeleny pigment. Vzdu¥né mycelium bohaté& sporuluje. Tvo¥{i 3-4x107/
/cm2 spér, p¥evain& (80 %) mikrokonidif (2x3-5 um) a v men3f{ mi¥e makrokonidif (2x10 um).

% né&kterych bun&k mycelia vznikajf chlamydospdry a arthrospdry. Submersni mutanta F27 jsou
charakterizovdna dlouhymi vl&kny vétveného mnohobun&&ného mycelia sloZeného zpodétku ze sfa-
celidlnich bun&k a u star$iho mycelia z bun&k sklerocidlnfch. Submersni v§voj kultury je
provdzen tvorbou makro- a mikrokonidif.

Jak vyplyvd z tab. 1, nov§y kmen F27 se do mate¥ského kmene W1 1i¥{ intenzitou a charak-
terem ristu na garovém Zivném médiu T2, zbarvenim vzdu¥ného mycelia, tvorbou rozdilného
rozpustného pigmentu a vyrazné& vy3&f kli&ivost{ konidif. Submersni kultury kmene F27 se ve
srovndni s mate¥skym kmenem W1 vyznaduji vy33{ produkci klavinovych alkaloidl, vyiZim zastou-
penim elymoklavinu a niZ&{ hladinou privodniho chanoklavinu (tab. 2).

Tab, 1 - Srovndni nového kmene C. fusiformis F27 s mate¥skym kmenem
C. fusiformis Wl na agarovém médiu T2

Znak F2 ‘ Wl

Rist pozvolnd tvorba siln& zvrésnéné intenz{ivn{ tvorba mirn& zvrésné&né
vrstvy mycelia ' vrstvy mycelia

Zbarven{ vzdud¥ného Sedozelené nafialové&lé

mycelia

Rozpustny pigment olivové zeleny gervenofialovy

Kli&ivost

konidii (%) 5,5 1,4
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Tab. 2 - Produkce klavinovych alkaloidi novym kmenem C. fusiformis F27 a mate¥skym kmenem
C. fusidormis W1 v podminkdch submersni fermentacet

Kmen Mutagen
typ davka celkové elymoklavin agroklavin chanoklavin
’ {erqg) g/l % $ %
F27 uv 1 000 4,4 71 24 3

Wl - - 4,0 57 28 12

*Na rotadnim t¥epacim stroji v Erlenmayerovych bahkéch (300 ml) s 60 ml média (Rehddek et.
al. AO 199 986).

Kmen F27 byl vy$lechtén z prumyslového kmene C. fusiformis W1 (&s. A0 000 000). Vedkeré
kultivace kmend probihaly v temnu p¥i 24 %1 . Spory mate¥ské kultury C. fusiformis Wi,
kterd byla kultivovdna 3 aZ 4 tydny v Endo zkumavkdch na zefikmené agarové Zivné pud& T2
(C. Spalla, in Genetics of Industrial Microorganisms. Eds. Z. Van&k, Z. Ho¥tdlek, J. Cudlin,
Elsevier, Amsterdam 1973, p. 393), byly suspendovdny ve fyziologickém roztoku. V¢slednd
suspenze obsahovala vZdy 1 aZ 4.107.ml"1 spor. Médium T2 pozlistdvalo z nédsledujicich sloZek
(g/1 dest. HZO): sacharéza 100, L-asparagin 10, Ca(NO3)2.4 H20 1, kvasniény extrakt 0,1,
KH,PO, 0,25, Mgso,.7 H,0 0,25, KC1 0,12, FeSO4.7 HZO 0,02, ZnSO4.7 HZO 0,015, agar 20, pH 5,2

2774 4 2
po 15min sterilizaci v autokldvu p¥i 105 °c.

Ze suspenze spdr ve fyziologickém roztoku bylo 5 ml obsahujici p¥ibli%n& 1,5x104 spor
p¥eneseno na Petriho misku (@ 10 cm) a za stdlého pohybu ozd¥eno d4vkou 0,1 mJ/m2 {1 000 erg)
ze zdroje UV nastaveného na 10 uJ/mz/s. V desetisekundovych intervalech bylo odebiréno 0,5 ml
sporové suspenze. Po vhodném na¥edéni fyziologickym roztokem byla vyslednd suspenze spdr
pienesena na Petriho misky (@ 10 cm) s agarovou Zivnou pidou T2, obohacenou 0,02 % hydroly-
z4tu kaseinu (Bacto-Casamino Acids Difco). Takto zaodkovand Zivnd pida byla inkubovéna dva
tydny.

Kolonie vyrostlé z mutagenizovanych spor na garovém médiu v Petriho miskdch byly jedno-
tlivé p¥eneseny na ze$ikmenou agarovou pldu T2 v Endo zkumavkdch a inkubovdny 3 a% 4 tydny.
Narostlé kultury pak byly testovdny na schopnost tvofit alkaloidy v podminkdch submersni
fermentace (Reh&&ek et al. A0 199 986).

P¥ed pouZitim pro primyslovou vgrobu alkaloidl je novy kmen F27 podle vyndlezu uchovi-
vén v temnu p¥i teploté& 4 °c se zabezpedenim proti vysychdni média ve form& 25 dennich kul-
tur vyrostlych na ze$ikmeném agarovém médiu T2 v Endo zkumavkich p¥i 24 11 ©¢. uchovavané
kultury jsou pravidelné& p¥eolkovdny v t¥imé&siénifch intervalech. Dlouhodob& je kmen F27 ucho-
v&van bud v tekutém dusiku p¥i teplotd -176 °C v inaktivovaném kofiském séru, obohaceném 20 %
glycerinu nebo specifickym postupem s vyuZitim lyofilizace.

V¢chozi inokulum pro submersni fermentaci klavinovych alkaloid@ je pfipraveno smytim
spor z 3 a% 4tydenni kultury kmene F27 vyrostlé na agarovém médiu T2 (C. Spalla, Genetics of
Industrial Microorganisms. Eds. %. Van&k, %. Ho38tdlek a J. Cudlin, Elsevier, Amsterdam 1973,
p. 393). Ziskand suspenze spdr je upravena na p¥ibliZnou koncentraci 1 a% 4-107 spdr/ml.

2 této suspenze je pfeneseno 1,5 aZ 2 ml do 60 ml tekuté ¥ivné plidy v Erlenmayerovych banké&ch
(300 ml) obsahujfcf tyto sloZiky (g/l dest. HZO): sacharéza 150, Ca(NO3)2.4 HZO' cornsteep
(60%) 10, KH,PO, 0,25, MgSO4.7 H,0 0,3, ZnSO4.7 H,0 0,2, kyselina jantarovd 10, pH 5,2 (upra-
veno NaOH). Zao&kované médium je inkubovdno 7 aZ 9 dnidl v temnu p¥i 24 1 °C na rotadnim t¥e-
pacim stroji (240 ot/min, excentr 5,5 cm). 2 takto ziskaného submersniho inokula je 3 a%

5 ml p¥eneseno do Erlenmayerovych ban&k (300 ml), obsahujicfch 60 ml fermentadnfho média

s témito sloZkami (g/l_1 dest. HZO): sahcaroza 100, Ca(N03)2.4 HZO 1, CaCl2 1,1 (NH4)ZSO4
KH PO4 0,25, MgSO4.7 Hzo 0,25, Znso4.7 HZO 0,015, FeSO4.7 H20 0,02, kyseliny jantarové 10,

2
fenobarbital 0,5, pH 5,2 (upraveno NaOH). Zaolkované fermentadni médium je inkubovdno 21 dnl

10,

v temnu p¥i teplotd 24 1 ©¢ na rota&nim t¥epacim stroji (240 ot/min, excentr 5,5 cm).




253097 4

Alkaloidy vylou&ené do fermentaéniho média jsou stanoveny kolorimetricky (G. J. Banks
et al., J. Gen. Microbiol. 82, 345, 1974) a metodou vysokoilinné kapalinové chromatografie
(M. Wurst et al., J. Chromat. 150, 477, 1978). Médium s 2ldennf kulturou nového kmene F27 )
obsahuje 4 g/1 klavinovych alkaloidl, z toho 70 % elymoklavinu, 23 % agroklavinu a 3 % chano-
klavinu. -

Ziskané fermenta®nf médium je vyextrahovédno a z extraktu jsou izolovdny alkaloidy elymo-
klavin a agroklavin. Elymoklavin je pouZit pro dald{ vyrobu polosyntetickych léZebnych pre-
paréti.

Podstatnymi vyhodami nového kmene F27 jsou: zvySend produkce klavinovych alkaloidd
(v primé&ru 4,4 g/l), vyhodné zastoupeni elymoklavinu v alkaloidové sm&si (71 %), nizk& hladi-
na privodnfho chanoklavinu (3 %), sni¥eny vyskyt exopolysacharidd (0,3 g/1l), intenzivni spo-
rulace, bohatd klf&ivost konfdif kultur na agarovém %ivném médiu (5,5 %) a moZnost uplatn&ni

kmene p¥i dpravé producentd chanoklavinu.

PouZit{ kmene F27 p¥i fermentadni produkci elymoklavinu a agroklavinu umo¥ni zefektivnit
vlastni fermentadni postup, extrakci a izolaci alkaloidd i p¥ipadnou nédslednou vyrobu polo-
syntetickych lé&ebnych preparétd.

PREDMET VYNALEZU

Primyslovy kmen houby Claviceps fusiformis Loveless F27 CC-4/85 produkujic{ alkaloidy

elymoklavin a agroklavin submersni fermentaci.

Severografia, n. p., Mos Cena 2,40 Kés
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