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Refeni se tyka oborl mikrobiologie
a farmaceutického priumyslu. Udelem je
zlepSeni gurovinové zakladny pro vyrobu
zejména argoxorninu, ddle ostatnich alka-
loidh ergotoxinové gkupiny a pro vjyrobu
pologyntetickych alkaloidl. Jako surovino-
v4 zékladna slouzi sklerocia némele, obsa-
hujici ndmelové alkaloidy. Uvedeného ddelu
se dosahne pouZitim sklerocii nového pri~-
myslového kmene mikroorganismu Claviceps
purpurea (¥Fr.) TUL. CCM F-745, kteréd obsa-
huje namelové alkaloidy v mnozstvi 0,30
az 0,89 % (primérny obsah 0,48 ¢') pii pPi-
slusnych vyrobdch. Ve sklerociich je mini-~
mélné 70 % sumy alkaloidl tvofeno ergokor-
. ninem a minimdlné 12 % sumy alkaloidu tvo-
feno alfa-ergokryptinem a beta-ergokrypti-
nem s primérnym vzdjemnym pomérem 1,8 : l.
Novy primyslovy kmen se dale vyznaduje
schopnosti poskytovat p#i parazitickém
ristu na Zité za uZiti recentni agrotech-
niky velmi vysoké hektarové vynosy v roz-
mezi 692 aZz 1 118 kg.
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Vyndlez se tykd nového priémyslového kmene mikroorganismu
Claviceps purpurea (Fr.) TUL., vyznadujiciho se p¥i polni kul-
tivaci na Zité velmi vysokymi hektarovymi vynosy némelovych
sklerocii s vysokym obsahem ergokorninu a s doprovodnymi Z&dou-
cimi alkaloidy alfa-ergokryptinem a beta-ergokryptinem ve vyhod-
- ném poméru.

Ergokornin, alfa-ergokryptin a beta-ergokryptin jsou alkaloi-
dy ergotoxinové skupiny a jsou vyznemnymi 1é&ivymi substancemi.
Mohou byt pouZity i jako vychozi létky pro pripravu polosynte-
tickych derivétd nédmelovych alkaloidd s rozditenym spektrem
Gdinkl. Strukturu némelovych alkaloidd ergokorninu a alfa-ergo-
kryptinu popsali poprvé Stoll a Hofmann (Helv. Chim. Acta 26,
1570, 1943), strukturu beta-ergokryptinu popsal poprvé Schlie-
ntz se sp. (Experientia 23, 991, 1967).

Ergokornin je v souasné dob& v terapeutické praxi pouzi-
vén v lékovych forméch ve smési s alfa a beta-ergokryptinem a
ergokristinem vé&t3inou pod obchodnim ndzvem DH-ergotoxin. Uve-
dené alkaloidy jsou v lékovych forméch obsaZeny v presné defino-
vaném pom&ru. Pro vyrobu ergokorninu v primyslovém m&ritku je
dosud vyuZivén kmen Cleviceps purpurea (Fr.) TUL. CCM F-508
(Strnadové K., Kybal J., autorské osvéddeni &. 176 803, 1976).
Déle je vyvinut zplsob fermentalni pFipravy némelovych alkaloi-
dd s Pfzenym pom&rem tvorby ergokorninu, alfa-ergokryptinu a be-
ta-ergokryptinu (Kybal J., Malinka Z., Harazim P., Stuchlik J.,
Spé¥il J., Svoboda E., autorské osvdd¥eni &. 202 613, 1980) a
vy3lecht¥n kmen Claviceps purpurea (Fr.) TUL. CCM F-725 produku-
jici v saprofytickych podminkdch smés ergokorninu, alfa a beta-
ergokryptinu (Strnadové K., Kybal J., Svoboda E., Sp&¥il J.,
autorské omvddfeni &. 222 391, 1982).

Kmen CCM F-508 se pii kultivaei na it vyznaduje produkel
sklerocif s primdrnym obsahem sumy alkaloidd 0,424 %, 3 toho
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ergokornin, alfa a beta-ergokryptin tvo¥{ 70 - 80 % v p#HibliZ-
ném pom&ru 8 ¢ 5,5 ¢ 1. Primérné hektarové vynosy sklerocii kme-
ne CCM F-508 se pohybuji kolem 120 kg. Pri vyrobé lékovych forem
ndmelovych alkaloidd ergotoxinové skupiny ze sklerocii tohoto
kmene je limitujicim faktorem nizky obsah sumy alkaloidd, nepii=-
znivy vzdjemny pomér alfa a beta-ergokryptinu, vysoky obsah neZé-
doucich doprovodnych alkaloidd a v dlsledku nizkych hektarovych
vynosG vysoké cena tohoto némele. Fermentaldni zplsob vyroby ergo=-
kerninu, alfa a beta-ergokryptinu podle autorského osvéddeni &.
202 613 (1980) a p¥i vyuZiti kmene CCM F-725 neni dosud elkonomic-
ky pristupny. '

Pro vyrobu alfa a beta-ergokryptinu jsou mimo kmene CCM
F-508 v soudasné dobé vyu¥ivdny i kmeny Claviceps purpurea (Fr.)
TUL. CCM F-672 (Malinka Z., Harazim P., Spé¥il J., autorské os-
véddeni &. 222 150, 1982), CCM F-721 (Malinka Z., Harazim P.,
Spédil J., autorské osvedleni &. 225 272, 1983). Kmnen CCM F-672
se p?fi kultivaci na zit& vyznaduje produkci sklerocif, obsahuji-
cich velmi @isty alfa-ergokryptin. Pri vyrobé lékovych forem na-
melovych alkaloidl ergotoxinové skupiny z tohoto kmene je nutno
priddvat vechny ostatni sloZky. Ekonomicky vyhodné&jsi je pouZi-
ti tohoto kmene pro vyrobu polosyntetickych lédebnyeh preparétd.
Kmen CCM F-721 se p#i kultivaci na Zité vyznaduje vysokymi hek-
tarovymi vynosy némelovych sklerocii s vysokym obsahem alfa a
beta-ergokryptinu a nizkym obsahem doprovodnych alkaloidt. P#i
vyrobd lékovych forem ndmelovych alkaloidd ergotoxinové skupiny
z tohoto kmene je nutno priddvat ergokornin.

Uvedené nedostatky kmene CCM F~-508 a fermentaéniho zpisobu
vyroby ergokorninu odstranuje do zna¥né miry vyndlez, jimZ je
novy kmen Claviceps purpurea (Fr.) TUL., uloZeny v 8eskoslovens-
ké sbirce mikroorganismd University J. E. Purkyné, Brno, ti.
Obréncd miru 10, pod oznalenim CCM F~745. Tento kmen je predm&-
tem vyndlezu. |

Hlavni vyhodou nového kmene Jje p¥i kultivaci na Zité& vyso-
kd produkce sumy alkaloidd ve sklerocifch, které dosehuje pri-
méru 0,48 % su8iny biomasy, prilemZ v sumé alkaloidd je preva=-
Zujici sloZkou ergokornin, ktery je obsaZen v poméru k Zédou-~
cim doprovodnym alkaloidim alfa-ergokryptinu a beta-ergokryp-
tinu v primérné hodnot& 4,2 : 1. Pomér alfa-ergokryptinu ku be-
ta-ergokryptinu je ve vyhodné hodnoté prim&rng 1,8 : 1. Daldf
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vyhodou je nizké tvorba nef&doucich doprovodngch alkaloidd (er-
gokornem, ergokryptamy, ergometrin), které tvori primérné 12 %
sumy alkaloidd. Daldf vyhodou jsou velmi vysoké hektarové vyno-
sy sklerocif, které dosahujf p#i u%itf recentnf agrotechniky
péstovédni némele prim&ru 847 kg. Tyto vlastnosti kmene umo%ﬁuji
ziskat p¥i polnim p&stovénf sklerocia za ni%¥3{ pofizo&aci cenu,
neZ pri pé&stovéni dosud pou¥ivaného kmene CCM F-508. Tato skle-
rocia jsou velmi vyhodnou surovinou pro farmaceuticky primysl
vzhledem k obsahu a spektru alkaloid&. Zejména pii soudasném
uZiti s kmenem CCM F-T721 p#i vyrob& preparétd ergotoxinového
typu poskytuje kmen efektivni zdroj ergokorninu a pomér dopro-
vodnych Zédoucich alkaloidl alfa a beta~ergokryptinu podstatné
zjednoduduje pracovnf operace pri piesném nastavovani poZadova-
ného poméru jednotlivych sloZek. PPinosy pouZiti tohoto kmene
se promitaji predevsim do zefektivnéni postupl extrakce a izo-
lace pri vyrob& produktld ergotoxinového typu. Vlastnosti kmene
umo¥nujf{ rovnd# pouziti jeho sklerocii jako suroviny pro vyrobu
polosyntetickych preparétd.

Popis vlastnosti nového kmene:

Pri saprofytickém rtGstu na sladinové Zivné padé ztuZené
agarem tvori houba kolonie z typického sfaceliového vzdu&ného
mycelia. Mycelium je pomérné bohaté& vétvené a postranni hyfy
jsou ukondeny konidiogennimi bunkemi. Konidie maj{ prim&rné roz-
méry 6,6 x 3,5 mikrometru. Mladé mycelium je témé&? bilé, star-
1 kultury maji stredni rdZovo-~fialovou pigmentaci. P?¥i parazi-
tickém rdstu na £it& tvo?i houba stiedné tmavéd, hnddo-fialové
pigmentovand sklerocia. Na diploidnim fertilnim Zité je primér-
né hmotnost sklerocii 0,113 g. Sklerocia tohoto kmene, vyrostlé
na #it&, obsahuji némelové alkaloidy v mnoZstvi od 0,30 do 0,89
sudiny biomasy, p¥*i prim&rném obsahu 0,48 %. Minimélné 70 % sumy
alkaloidl je tvoreno ergokorninem, minimélné 12 % sumy alkaloddd
Jje tvoreno alfa~ergokryptihem a beta-ergokryptinem ve vzéjemném
poméru 0,6 - 2,3 : 1 (primér 1,8 : 1). Pomdr ergokorninu ku alfa
a beta-ergokryptinu je 2,3 - 7,8 ¢ 1 (prim&r 4,2 : 1). DaldL do-
provodné alkaloidy Jjsou ergokornam, ergokryptamy a ergometrin;
jejich obsah &ini nejvyse 18 % sumy alkaloidd (prim&r 12 %).

Novy produkéni kmen byl vy8lechtén z plvodné travniho kmene

%
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némele, ziskanéhovze t*tiny lesni. Sklerocia némele ze titiny
obsahovala prim&rng 0,34 % ndmelovych alkaloidd, tvorenych ze
64 % sm&si ergokorninu, alfs a beta-ergokryptinu, z 19 % ergo-
sinem. Zbyvajicich 17 % tvoPfily ergokornam, ergokryptamy a er-
gometrin. Po naodkovdni tohoto travniho kmene na Zito byla zis-
kéna sklerocia obsahujici'prﬁmérné 0,38 % alkaloidd. Pro dalsi
$lechténi bylo vybréno sklerocium obsahujici 0,38 % sumy alka-
loidd, 2z toho 73 % tvorily ergokornin, alfa-ergokryptin a beta-
ergokryptin v poméru 5,3 ¢ 3,6 ¢ 1; 12 % tvoril ergosin, 15 %
tvorily ergokornam, ergokryptamy a ergometrin. Vybrané sklero-
cium bylo prevedeno do saprofytické kultury a vytvorené koni-
die byly ozarovény UV zdienim. Suspenze konidii byla ozaiovéna
2, 7% po dobu 280 sekund,
kdy prefivalo 0,15 % konidii. Po ozafovéni byla suspenze koni-

zdrojem UV zdifeni s vykonem 15 J.m <. s~
dii monokonidiov& rozizolovéna. Cely postup UV mutageneze byl
opakovén tiikrdt. Potom byly kultury z Jjednotlivych monokonidi-
ovych izoldtd naolkovény na Zito a vznikld sklerocia byla jed-
notlivé analyzovdna. Z téchto sklerocii bylo pro daldf Slech-
téni vybréno sklerocium s obsahem alkaloidd 0,43 %, z toho 79
% tvorily ergokornin, alfa a beta-ergokryptin v pomdru 4,9 :
2,3 ¢ 1; 21 % tvorily ergokornam, ergokryptamy a ergometrin.
Suspenze konidif, vykultivovanych z tohoto sklerocia, byla oza-
Povéna UV zéienim a postup ozarovéni kombinovany monokonidiovqu
izolaci byl opakovdn Styfikrdt. Kultury z monokonidiovych izolé-
t4 byly naodkovdny na Zito. Na zékladé analyzy sklerocii ziska-
nych z jedhotlivych izol4td a infekceschopnosti kultur pro Zito
byl vybrén kmen, ktery se vyznaduje vysokou tvorbou ergokorninu,
tvorbou Z%4doucich doprovodnych alkaloidd alfa a beta-ergokrypti-
nu ve vyhodném poméru, nizkym obsahem neZédoucich doprovodnych
alkaloidd a dlouhodobou stabilitou t&chto vlastnosti. Pri rdstu
na hostitelské rostliné p¥i recentnd uZivané agrotechnice pés-
tovéni ndmele se tento kmen vyznaduje velmi vysokymi hektarovy-
mi- vynosy sklerocii. Stabilita téchto vlastnosti byla potvrzena
opakovanym péstovénim na Zit& ve trech vegetadnich obdobich.
Tento kmen je predmétem vynédlezu.

Zpusob kultivace nového kmene pro ziskéni vychozi suroviny
k izolaci a extrakeci ergokorninu, alfa-ergokryptinu a beta-ergo-
kryptinu a k nédsledné vyrob& findlnich produktd z téchto alkaloi-
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dd i pro ziskdni vychozi suroviny k extrakeci sumy alkaloidd
a nédsledné vyrob& polosyntetickych prepardt, je dolo¥en v
prikladé pouZiti, eniZ by se timto prikladem jekkoli omezo-
valy vlastnosti nového kmene, zplsob jeho kultivace a pouZi~
t1.

Priklad pouZiti:

Z potrebného objemu saprofytické kultury kmene se pri-
pravi vodnd suspenze konidif. P¥{sludn& nafed&nou suspenz?
konidif se pomoci o¢kovaciho stroje naodkujf klasy %ita ve
f4z1i metédni na ploSe jednoho hektaru. Pro naodkovdni této plo-
chy se pouZije minimdlné 5 . 101l konidii. Po 35-60 dennim rds-
- tu na Zit& s chemicky vyvolanou saméi sterilitou se provede
sbér narostlych sklerocii ndmele. Z jednoho hektaru Zita bylo
ziskdno 927 kg suchych sklerocii ndmele tohoto kmene, obsahu-
jicich 0,48 % sumy alkaloidd, ze které bylo 88 % tvoreno ergo-
korninem, alfa-ergokryptinem & beta-ergokryptinem ve vzdjemném
pom&ru 7,6 ¢ 1,8 ¢ 1. Ziskand droga byla vyextrahovéna, extrak-
ty z &dsti pouZity pro vyrobu ergotoxinu, z &asti pouZity pro
vyrobu polosyntetickych preparatu.
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PREDMET VINLLEZU
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Novy primyglovy kmen mikroorganizmu Claviceps purpurea
(Fr.) TUL. CCM F-745, vytvdyeje v poln{ kultuie
na %itg sklerocia v minimélnim mnoZstvi 692 kg/ha,
s obsahem sumy alkaloidl nejméné& 0,30 % vztaZeno na susinu
biomasy, s obsahem ergokorninu v sumé alkaloidld minimdln& 70
%, s pom&rem ergokorninu ku alfa a beta-ergokryptinu minimdl-
né 2,3 : 1 a s pomdrem alfa-ergokryptinu ku beta-ergokryptinu

minimdlng 0,6 ¢ 1.

Vytiskly Moravské tiskatské zavody, Cena: 2,40 K&s
provoz 12, tf.lLidovych milici 3, Olomouc
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