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Vyndlez se tykd oborl mikrobiologise,

mykolggie a farmaceuticky primysl.,

¢elem vyndlezu je optimalizace su~
rovinové zdkladny pro vyrobu zejména er-
gotaminu a ddle pro vyrobu polosyntetic-
kfch alkaloidll. Jak> surovinovd zdkladna
slouzi sklerocia nédmele, obsahujici néme-
lové alkaloidy.

Uvedendho ulelu se dosdhne vypésto-
vdnim a pouZitim sklerocii nového pri-
myslového kmene mikroorganismu (pyreno-
mycety) Claviceps purpurea (Fr,) TUL.

CCM P-755, kterd obsahuji ndmelové alka-
loidy v mnoZstvi 0,51 az 1,73 % suSiny
biomasy (pramérny obsah 0,74 %), p¥i pri-
sludnych vyrobdch. Ve sklerociich je mi-
nimédlnd 90,5 % gumy alkaloidl tvoreno
ergotaminem a nejvyse 1,6 % sumy alkalo-
idd je tvo¥eno ergostinem. Novy primyslo-
vy kmen se ddle vyznaduje schopnosti po-
skytovat pPi paraziticksm rGstu na Zitd
za uZiti recentni agrotechniky velmi vy-
soké hektarové vynosy v rozmezi 516 aZ
954 kg.
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Vyndlez se tykéd nového primyslového kmene mikroorgenizmu
Claviceps purpurea (Fr.) TUL., vyznadujiciho se velmi vysokym
obsahem ergotaminu, minimdlnim zastoupenim doprovodnych a ne-
Z4doucich alkaloidd v ndmelovych sklerociich a velmi vysokymi
hektarovymi vynosy ndmele p#i polni kultiveci ne Zit&.

Ergotamin Je ndmelovy alkaloid s vyznamnymi fyziologicky-
mi a 163ivymi d8inky. MiZe byt pouzit i jako vychozi ldtka pro
p¥ipravu polosyntetickych derivatd alkaloidl s rozSifenym spe-
ktrem tddinkld. Strukturu ergotaminu popsal poprvé v r. 1918 A,
Stoll (Svyjc. patent &. 79879).

Ergotamin je v soudasnosti pouZivdn v terapeutické praxi
p¥edeviim v hydrogenoveném stavu (DH-ergotamin) semostatné ne-
bo v lékovych formdch ve smési & jinymi déinnymi ldtkemi. Ergo-
tamin miZe byt ziskdvdn ze sklerocii houby kultivované parazi-
ticky v polni kultu¥e na Zité (Békésy von N., in Genetics of
Industrial Microorganisms, 375-392, Academia, Prague, 1973;
Breuel K. et al., Planta Med.44, 121, 1982; Grzybowske T. et
al,, Herbe Pol. 26, 95, 1980; Kosir B. et al., Farm. Vestn.

32, 21, 1981 § Kybel J., Stary F., Planta Med. 6, 406, 1958;
Pandotra V.R. et al., Cultiv, Util. Med. Aromat. Plants 97,
19773 Ramstad E., Gjerstad G., J. amer, pharm. Ass. 44, 741,
19555 Salagina A. I. et al., Mikrobiologia 39, 67, 1970) nebo
fermentadnimi postupy (Amici A. M. et al., Bxperientia 22, 415,
19663 Appl. Microbiol. 15, 597, 19673 Appl. Microbiol. 18, 464,
19693 Arcamone F. et al., Can. J. Microbiol. 16, 923, 1970;
Stoll A, et al,, Helv, chim. Acta 37, 1815, 1954; Salagina A.I.
et al., Mikrobiologia 34, 901, 1965; Tonolo A., Nature 209,
1134, 1966; &s. patent 104 613; 8védské patenty 310 477 a

354 673; francouzské patenty 1 108 120 a 1 404 533 a 1 576 678;
USA patent 2 809 920). Pro vyrobu ergotaminu v §SSR byla d¥ive
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uzivédne sklerocia kmene PLA 4 (Hrones J., Kybal J., Z. Pflanzen-
z#cht. 48, 73, 1962, Strnadovd K., Planta Med. 12, 521, 1964) a
novéji sklerocia kmene FBA 4 (Strnadovd K., Kybal J., Folia Mi-
crobiol. 19, 272, 1974).

Kmen FBA 4 se pri kultivaci na zité vyznacduje produkci skle-
rocii, kterd obsahuji primdmmé 0,531 % sumy alkaloidd, vztaZeno
na susinu biomasy, z toho Zddouci ergotamin tvori primdrnd 87,1 %.
Déle jsou zastoupeny doprovodné elkaloidy ergometrin (6,9 %),
alkaloidy ergotoxinové skupiny (1,7 %), klavinové alkaloidy (1,9
%) a zejména neZddouci ergostin (2,4 %). Primdrny hektarovy vy-
nos némele tohoto kmene je pPri péstovéani na zZité 249 kg.

Hlavni nevyhodou kmene FBA 4 je ve srovnini s kmenem CCM
F - 755 relativné nizky obsah ergotaminu ve sklerociich, Dalsi
- nevyhodou kmene FBA 4 je vy33i obsah doprovodnych alkaloidd &
iejména pomérné vysoké zastoupeni nezddouciho alkaloidu ergos-
tinu. PFi extrekénich a izoladénich postupech k ziskéni Eisté-
ho ergotaminu je ergostin velmi obtiZné oddélovén. Pro lédebnou
praxi jsou nyni vyZadovdny lékové formy ergotaminu s obsahem
ergostinu nejvyse 0,5 % ulinpné latky (British Pharmacopoeia
1980, Vol. I, p. 157, Her Mejestys Stationery Office London,
1980). K dosaZeni této kvelity substance jsou p¥i vyrobé z né-
mele FBA 4 potrebné opakované ndrocné e ztrdtové izoladni a
purifikeéni operace. Dal8i nevyhodou kmene FBA 4 jsou nizZsdi
hektarové vynosy. Tato vlastnost spolu s niZsim obsahem ergo-
teminu podminovala p¥i polni kultivaci ndmele FBA 4 pot¥ebu
znaénych ploch orné pidy.

Vs8echny dalsi kmeny, urcené pro polni produkci, popsané
ve vySe uvedenych citacich se vyznaduji oproti novému kmeni
CCM F-T755 zejména podstatnd vysdim zastoupenim doprovodnych a
neZddoucich alkaloidd v sumé, niZsim obsahem ergotaminu, niz-
8im celkovym obsahem alkaloidld a niZ8imi hektarovymi vynosye.

Pro fermentadni produkci ergotaminu, popsanou ve vy3e
uvedenych citacich je nezbytné specidlni technologické zari-
zeni. V t8chto citacich popsané kmeny & postupy produkuji po-
mérné nizkd mnoZstvi ergotaminu, dasto s velmi vysokym zastou-
penim doprovodnych i neZddoucich alkaloidt.

Uvedené nedostatky kmenl ndmele pro polni a fermentaéni
produkci ergotaminu odstrenuje do znadné miry vyndlez, jimZ
Jje novy kmen mikroorganismu (pyrenomycety) Claviceps purpurea
(Fr.) TUL,, ulo¥eny v Ceskoslovenské sbirce mikroorganizmi
University J. E. Purkyné, Brno, t¥. Obrdncd miru 10, pod ozna-
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Hiavn{ v§hoéou nového kmene Jje p%i kultivaci na Zité velmi
vysokd produkce sumy alkaloidd ve sklerociich, ktera dosahuje
priméru 0,74 % suSiny biomasy, vysoké zastoupeni ergotaminu v
sumé alkaloidl (92,1 %) a nizky obsah doprovodnych alkaloidi
(7,9 % sumy), z toho pak zejméne nezddouciho ergostinu (1,3 %
sumy). Daldi vyhodou nového kmene je vysokd schopnost infiko-
vat hostitelské rostliny, kterd umoZnuje p¥i recentnd uZivané
optimdlni agrotechnice péstoviani ndmele na Zité dosahovat hek-
tarového vynosu 516 - 954 (primérné 713) kg ndmelovych sklero-
cif. Tato vlastnost kmene umoZnuje ziskat p¥i polnim pdstovdni
sklerocia za niz8i cenu, neZ pri péstovdni dosud uZivaného kme-
ne FBA 4. Pouziti sklerocii kmene CCM F-755 p¥i vyrobé produk-
td ergotaminového typu umoZni zefektivnit postupy extrakce a
izolace, zejména sniZenim spotreby surovin a energii, poltu tech-
nologickych operaci a pracnosti. Vlastnosti kmene umoZnuji rov-
néZz pouziti jeho sklerocii jako suroviny pro vyrobu polosynte-
tickych nédmelovych alkaloidu.

Popis vlastnosti nového kmene Claviceps purpurea (Fr.) TUL.
CCM P-T55

Pri saprofytickém ristu na sladinové Zivné pidé ztuZené
agarem tvo’i houba kolonie z typického sfaceliového vzdudného
mycelia. Mycelium je bohaté vétvené s postrannimi hyfami ukon-
denymi konidiogennimi bunkemi. Konidie maji primdrné rozmdry
753 x 3,9 mikrometru, Mladé mycelium je tém&F bilé, starsi kul-
tury jsou vyrazné fialové pigmentované. Pri parazitickém ristu
na ¥it¥ tvori houba tmavd, hnddo-fialové pigmentovand sklerocia.
Na diploidnim fertilnim Zité je primérnd hmotnost sklerocia
0,296 g. Sklerocia tohoto kmene, vyrostld na zité, obsahuji na-
melové alkaloidy v mnozstvi od 0,51 do 1,73 % susiny biomasy,
pPi primérném obsahu 0,74 %. Minimdlné 90,5 % sumy alkaloidd je
tvofeno ergotaminem (primérné tvori 92,1 % sumy). Zbytek je tvo-
Yen doprovodnymi alkaloidy ergometrinem (primérné 6,3 % sumy),
ergostinem (primérné 1,3 % sumy), klavinovymi alkeloidy (pru-
mérné 0,3 % sumy) a stopami ergotoxinovych alkaloidi.

Novy produkéni kmen byl vySlechtén z pivodné travaniho kme-
ne ndmele, ziskaného z travy Melicea uniflore Retz. v zd¥i 1978
na Plesivecké planiné., Sklerocia travniho namele obsahovale
primérné 0,41 % ndmelovych alkaloidd tvoFenych 62 % ergotaminu,
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23 % ergosinu, 9 % ergometrinu, 4 % ergostinu, 1,5 %ergotoxino-
vych alkaloidd a 0,5 % klavinovych alkaloidid. Vybrané sklero-
cium bylo prevedeno do saprofytické kultury a konidie byly na-
olkovény na Zito. Byla ziskdna sklerocia obsahujici 0,39 % al-
kaloidd, tvorenych 74 % ergotaminu, 12 % ergosinu, 7,5 % ergo-
metrinu, 3,5 % ergostinu, 2 % ergotoxinovych alkaloidl a 1 %
klavinovych alkaloidte. Vybrané sklerocium bylo prevedeno do sa-
profytické kultury a vytvorené konidie byly ozaroviny UV-zdie-
nim. Suspenze konidii byla ozafovdna zdrojem UV-zd¥eni o vykonu
15 J.m'zos-l po dobu 300 gekund, kdy pPezivalo 0,32 % konidii.
Po ozarovini byle suspenze konidii monokonididlné rozizolovdna.
Postiup UV-mutageneze a izolace byl opakovdn t¥ikrdt. Potom byly
kultury z jednotlivych monokonidiovych izoldatd naolkoviny ne
Zito a vznikld sklerocia byla jednotlivé analyzovdna. Ze ziska-
nych sklerocii bylo pro dalsi Slechténi vybrdno sklerocium s
obsahem alkaloidd 0,52 %, z toho 76 % tvoril ergotamin, 16 %
ergometrin, 5 % ergosin, 1,3 % ergostin, zbytek byl tvoren ergo-
toxinovymi a klavinovymi alkaloidy. Suspenze konidii, vykultivo-
vanych z tohoto sklerocia, byla ozaYovidna UV-zdfenim a postup
ozaYovéni kombinovany monokonidiovou izolaci byl opakovdn pét-
krdt. Kultury z monokonidiovych izoldtd byly naolkovdany na Zito
a vznikld sklerocia byla jednotlivé analyzovdna. Ze ziskanych
sklerocii bylo pro daldi Slechténi vybrdno sklerocium s obsahem
alkaloidd 0,81 %, z toho 88 % tvoril ergotemin, 6 % ergosin,
3 % ergometrin, 1 % ergostin, zbytek byl tvo¥ren ergotoxinovymi
& klavinovymi alkaloidy. Suspenze konidif, vykultivovanych 2z
tohoto sklerocia byla ozaFovdna UV-zd¥enim a postup ozarovdni
kombinovany monokonidiovou izolaci byl opekovédn dvakrat. Kultu-
ry z monokonidiovych izoldtd byly naolkoviny na zito. Na zdkla-
dé analyzy sklerocii ziskenych z t8chto izoldth e infekceschop-
nosti kultur byl vybrdn kmen oznadeny CCM F-755, ktery se vyz-
naduje vysSe uvedenymi vlastnostmi. Stabilite vlastnoeti kmene
bylae potvrzena opakovanou kultivaci na Zité ve 3 vegetalnich
obdobich., Tento kmen je predmétem vyndlezu.

Zpisob kultivace nového kmene pro ziskéani vychozi suroviny
k izolaci ergotaminu a ndsledné vyrobé findlnich produktd i pro
zigskdni vychozi suroviny k extrakci sumy alkaloidl a ndsledné
vyrobé polosyntetickych prepardtd, je doloZen v p¥ikladé pouZi-
ti, aniZ by se timto p¥ikladem jakkoli omezovaly vlastnosti no-
vého kmene, zpisob jeho kultivace a pouZiti ve vyrobs.
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P¥iklad pouziti : 242 138
Z potrebného objemu saprofytické kultury kmene CCM F-755
ge pripravi vodnd suspenze konidii. P¥islusné naXedénou suspen-
zi konidii se pomoci océkovaciho stroje naolkuji klasy Zita ve
fdzi metdni na ploSe jednoho hektaru. Pro naodkovdni této plochy
se poufije minimdlng 5.101 konidif. Po 35 a¥ 60 dennim ristu
na zité se saméi sterilitou se provede sbhdr narostlych sklero-
cii ndmele. Z jednoho hektaru Zita bylo ziskdno 825 kg suchych
sklerocii ndmele, obsahujicich 0,83 % sumy alkaloidd, ze které
bylo 91,6 % tvoreno ergotaminem, 6,5 % ergometrinem, 1,1 % er-
gostinem, 0,7 % klavinovymi alkaloidy a 0,1 % ergotoxinovymi
alkaloidy. Ziskend drogs byla vyextrahovéna, extrakty byly zdds-
ti pouZity pro vyrobu substanci ergotaminového typu, zddsti pro
vyrobu polosyntetickych ndmelovych alkaloidd.

PREDMET VYNALEZU

Novy primyslovy kmen mikroorganizmu Claviceps purpurea
(Fr.) TUL.CCM F-755, vyznadujic{ se tim, %e v polni kultufe
na #ité vytvéa®{ sklerocia v minimdlnfim mno%stvi 516 kg/ha,
s obsahem sumy alkaloidl nejménd 0,51 % sudiny biomasy, s obsa-
hem ergotaminu nejménd 90,5 % sumy alkaloidd a s obsahem ergo-
stinu nejvySe 1,6 % sumy alkaloidd.
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