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1 , 2

ReSeni se tyk4 obord biotechnologie, fer-
mentaéniho a farmaceutického priimyslu a
Fe8i fermenta&ni piipravu ndmelovych kla-
vinovych alkaloidd submersni kultivaci pii
sniZeni a% tpiné eliminaci neZadouciho vy-
skytu glukand v produkén{ f4zi kultiva&niho
procesu. Udelem je zvySeni vyt&Znosti fer-
mentaéni vyroby, extrakce a izolace alka-
loidd a nésledné zlep3eni surovinové zé-
kladny pro vyrobu prepardtlt s 1é€ebnym ii- -
tinkem. Utinku se dosdhne pfipravou alka-
loidlt kultivaci saprofytnich kultur houby
rodu Claviceps, vyznalujici se tim, Ze p¥i-
prava vegetativniho inokula produk&niho
kmene je dvoustupiiovd. Inokulum 1. stupné
se pFipravuje kultivaci pii teplot®& 18 aZ 27 °
Celsia po dobu 5 aZ 17 dni ve vodném mé-
diu obsahujicim sacharosu, kukuFi¢ny vyluh,
soli anorganickych kyselin a kyselinu jan-
tarovou. Inokulum 2. stupné se pFipravuje
kultivaci p¥i stejné teplot& po dobu 3 aZ 11
dnfi ve vodném médiu obsahujicim sachari-
dy, pfipadn& téZ soli anorganickych kyse-
lin, kukufiény vyluh, organické kyseliny a
fenobarbital. Timto inokulem se zaofkuje
vhodny druh Zivného média produk&ni faze
kultivaéniho procesu.
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Vyndlez se tyka zplsobu pfipravy néme-
lovych klavinovych alkaloidi submersni
kultivaci saprofytnich kultur houby rodu
Claviceps, s vyhodou kmen& C. fusiformis
W1 &s. AO &. 245126 nebo C. purpurea CP/
/7/5/35 podle &s. AO €. 246 704 nebo C. pur-
purea CCM F-733 s pouZitim specifického
zplsobu pfipravy inokulatniho materidlu
pro zaokovani produk&niho stupn& sub-
mersniho fermenta&niho procesu.

Strukturu agroklavinu a elymoklavinu ur-
¢ili M. Abe et al. (]J. Agric. Chem. Soc. Ja-
pan 22, 2, 1948, ]. Agric. Chem. Soc. Japan
25, 458, 1952). Oba alkaloidy se ve vé&tSim
mnoZstvi vyskytuji ve sklerociich n&kterych
parasitnich kmen@i houby rodu Claviceps a
v saprofytnich kulturdch vySlechtdnych kme.
nii této houby. Agroklavin strukturniho
vzorce I
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se vyznaduje mimoiddnymi fysiologickymi a
farmakologickymi G€inky, napf. inhibuje
laktaci (P. G. Mantle, Proc. Royal Soc. B.
170, 423, 1968), brani implantaci- fertiliso-
vaného vajitka (P. G. Mantle, ]J. Reprod.
Fertility 18, 81, 1969), vykazuje aktivitu an-
tibakteridlni (G. Schwarz a E. Eich, Planta
Med. 47, 212, 1983}, a cytostatickou (E. Eich
et al.,, Biochem. Pharm. 33, 4, 1984).
Elymoklavin se vyznaluje antibakteridlni

aktivitou (G. Schwarz a E. Eich, Planta Med. .

47, 212, 1983), avSak jeho vyznam spoacivé
pfedeviim v tom, Ze je vyhodnym substré-
tem pro pfipravu farmakologicky vyznam-
nych polosyntetickych derivatd kyseliny ly-
sergové, napf. nicergolinu (Tung-Chung
Choong, H. R. Shough, Tetrahedron Letters
19, 1627, 1977, M. Semonsky, N. Kucharz-
szyk, Coll. Czech. Chem. Commun. 33, 577,
1968, M. Beran et al., Coll. Czech. Chem.
Commun. 39, 1768, 1974, ]J. Kf¥epelka et al,,
Coll. Czech. Chem. Commun. 42, 1412, 1977,
belg. pat. 633 438). Strukturni vzorec elymo-
klavinu je II
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Fermenta&ni produkce ndmelovych klavi-
novych alkaloidd neni dosud uspokojivé vy-
feSena. Byla sice popsédna v Fad& publikaci
a patentd (M. Abe a S. Yamatodani, Progr.
Ind. Microbiol. 5, 205, 1964; L. Vining a P.
M. Nair, Can. ]. Microbiol. 12, 915, 1966; A.
Tonolo a E. Udvardy-Nagy, Acta Microbiol.
Acad. Sci. Hung., 15, 29, 1968; &s. AO &.
199 986) avSak vesmé&s zlistdva zatiZena niz-
kou vytéZnosti a délkou procesu. Realizace
dosud popsanych postupll fermentafini p¥i-
pravy klavinovych alkaloid& vysokoproduk¢.
nimi kmeny je znatné& znesnadn&na privod-
ni tvorbou extraceluldrnich polysacharidd
(glukandl), napf. v mnoZstvi 42 g.17! fer-
mentatniho média podle &s. AO &. 249 461.
Piftomnost glukan ve fermentacnim médiu
nepiiznivé méni reologii média, pret&Zuje
pohonné agregdty, znesnadiiuje michédni a
vzdudnéni, zpomaluje pFestup kysliku, vy-
volava nadmérné p&néni média a posléze i
zastaveni produkce alkaloidfl. V pFitomnosti
glukani v médiu se nemfZe plné uplatnit
produkéni schopnost priimyslovych kmend,
zvySuji se energetické néroky na fermen-
tafni proces, stoupé jeho poruchovost a ne-
bezpeti kontaminace. ZvySeny obsah extra-
celuldrnich glukanfi podstatné znesnadiiuje
dalsi zpracovdni média, pFedev8im separaci
mycelia a extrakci a isolaci klavinovych al-
kaloid{i z média.

VySe uvedené nevyhody odstrafiuje zpi-
sob pfipravy ndmelovych klavinovych alka-
loidd submersni kultivaci saprofytnich kul-
tur houby rodu Claviceps s vysokou produk-
ci alkaloid@i na médiich, obsahujicich zdroje
asimilovatelného uhliku a dusiku, minerdlni
soli, stopové prvky a/nebo biologicky aktiv-
ni Jatky, vyznatujici se dvoustupiiovou p¥i-
pravou inokula. Inokulum prvého stupné se
pFipravuje v Zivném vodném médiu ¢ hod-
notd pH 4,7 aZ 6,2, obsahujicim 8 aZ 20 %
hmot. sacharosy, 0,5 aZ 2,0 % hmot. dusig-
nanu vapenatého, 0,3 aZ 1,5 % hmot. kuku-
Figného vyluhu, 0,02 aZ 0,3 % hmot. dihyd-
rofosforetnanu draselného, 0 aZ 0,3 % hmot.
siranu hofe&natého, 0 aZ 0,3 % hmot. siranu
zinednatého, 0,2 aZ 2,0 % hmot. kyseliny
jantarové. Kultivace inokula prvého stupné
se provadi pri teploté 18 aZ 27 °C po dobu
5 aZz 17 dnd. Inokulum druhého stupné& se
pfipravuje v Zivhém vodném médiu o hod-
noté pH 4,7 aZ 6,2, obsahujicim 7 aZ 23 %
hmot. sacharosy nebo sorbitu nebo manitu
nebo glukosy nebo vzdjemné smési téchto
sacharid@i, 0-aZ 2,0 % hmot. dusi¢nanu vé-
penatého, 0 aZ 1,5 % hmot. kukufitného
vyluhu, 0 aZ 0,3 % hmot. dihydrofosfored-
nanu draselného, 0 aZ 0,3 % hmot. siranu
hofe&natého, 0 aZ 0,32 % hmot. siranu zi-
ne&natého, 0 aZ 0,05 % hmot. siranu Zelez-
natého, 0 aZ 2,0 % hmot. kyseliny jantarové
nebo kyseliny citrénové nebo jejich vzdjem-
né smési, 0 a¥ 1,6 % hmot. siranu amon-
ného, 0 aZ 0,5 % hmot. chloridu vépenaté-
ho a 0 a¥ 1,2 % hmot. fenobarbitalu nebo
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jeho soli. Kultivace inokula druhéhc stupnd
se provadi pFi teploté 18 2% 27 °C po dobu
3 aZ 11 dnf. Takto pfipraveného inokula
druhého stupn& se pouZiie k zao&kovani
produkéni fdze fermentatniho procesu, kte-
rd probfhd po dobu 12 aZ 25 dnil pfi tep-
loté 21 aZ 26 °C v Zivném vodném médiu o
hodnot& pH 4,7 aZ 6,2 obsahujicim 8 a% 20
proc. hmot. sacharosy, 0 a% 2,0 % hmot.
glukosy, 0,5 aZ 2,0 % hmot. siranu amon-
ného, 0 aZ 1,5 % hmot. kyseliny jantarové,
0 aZ 2,0 % hmot. kyseliny citrénové, 0,01
aZz 0,05 % hmot. dihydrofosforetnanu dra-
selného, 0,1 aZ 0,2 % hmot. chloridu véape-
natého, 0,02 aZ 0,03 9% hmot. siranu hofe&-
natého, 0,001 aZ 0,002 % hmot. siranu zi-
ne¢natého, 0,001 aZ 0,002 % hmot. siranu
Zeleznatého, 0,02 aZ 0,1 % hmot. fenotar-
bitalu, s vyhodou jeho sodné soli. Kultivace
produkéni fd4ze probihd za michédni 1,8 aZ
3,4 ot/s a vzdusnéni 120 a¥ 240 1 vzduchu
na 10 1 média/h.

Hlavni vyhodou zpilisobu podle vyndlezu
je znatné sniZeni aZ eliminace tvorby extra-
celuldrnich polysacharidit (glukanfi) pii
kultivaci vysokoprodukénich priimyslovych
kmend hub rodu Claviceps v produk&nim
stupni fermenta&niho procesu. Tato skuted-
nost umoZiiuje raciondlni rizeni fermentad.
niho procesu s navozenim fysiologického
stavu kultury vhodného pro intensivni tvor-
bu alkaloid@i [Z. Rehagek, 1985 In: P. N.
Cheremisinoff and R. P. Quelette (Eds.) Bio-
technology, Technomic Publ. Co, Inc, Ba-
sel, p. 565| s dokonalej$im wyuZitim pro-
duké&ni schopnosti priimyslového kmene za
souasného sniZeni energetické ndronosti
procesu, poruchovosti a ndrok{ na ohsluhu
a dtdrzbu.a umoZiiuje rovndZ kontinualizaci
fermentatniho procesu. Daldi vyhodou je
sniZen{ nékladi na odpé&iiovaci prostifedky.
Dal8i vyhodou je snadnd manipulace s fer-
mentainim médiem obsahujicim narostlou
biomasu, snadnéij$i separace hiomasy od
média, efektivn&jsi extrakce a isolace alka-
loidlt z média s niZ8imi ndroky na material,
energie, pracovui sily a extrakéni a isolatni
kapacity. Dal3i vyhndou je moZnost pouZit
extrakéni postupy bhez nutnosti separace
biomasy od média.

Zpidsob pfipravy ndmelovych klavinovych
alkaloidd submerzni kultivaci saprofytnich
kultur houby rodu Claviceps podle vynalezu
je popsén v nésledujicich p¥ikladech pouvZi-
t1, aniZ by jimi byl pFfedmé&t vynédlezu jakkoli
omezovan,

Priklad 1

MnoZstvi 50 ml média IN1 (Tab. 1] v
250 m! Erlenmayerov& hafice se zaotkuje
suspensi konidii pfipravenou stéreém 14den-
ni kultury kmene houby Claviceps fusifor-
mis W1 vyrostlé pifi 24 + 1°C na agarovém
médiu T2 [C. Spalla 1973, In: Z. Van&k et
al. (Eds.) Genetics of Industrial Microor-
ganismus, Elsevier, Amsterdam] a to tak,

§

aby v zaotkovaném médiu bylo 2.10¢ ko-
nidif/ml a kultivuje se p¥i 26 + 1°C po do-
bu 7 dnil na rota¢ni tFepadce o excentru
55 cm a 4 ot/s. Z takto pFipraveného ino-
kula prvniho stupné& se zaofkuje 50 ml mé-
dia IN2 (fab. 1) v 250 m! Erlenmayerové
balice, a to objemem 'inokula 8% objemu
meédia IN2 a kultivuje se p¥i 23 + 1°C po
dobu 10 dnfi na rota¢ni tfepadce o excentru
55 cm a 4 ot/s. Z takto pfipraveného ino-
kula 2. stupn& se 5 ml pifenese do 50 ml
produkéniho média CP ([Tab. 1), které se
pak inkubuje'p¥i 24 + 1°C.po dobu 17 dni
za stejnych ostatnich podminek. Filtrat fer-
mentaéni tekutiny obsahuje v 17, dnu 4 579
mg/l celkovych alkaloidd, z toho 2 085 mg/l
agroklavinu, 2338 mg/l elymoklavinu, 156
mg/1 ostatnich klavinovych alkaloidfi a 0,25
g/1 glukanil.

Priklad 2

MnoZstvi 2,5 1 média IN3 (Tab. 1) v 51
lahoratornitho fermentoru se zaofkuje sus-
pensi konidii pFipravenou stérem 30denni
kultury kmene C. fusiformis W1 vyrostlé na
agarovém médiu T2 tak, aby zaotkované
médium obsahovalo 5.10% konidii/ml a kul-
tivuje se za michéni 6,67 ot./s a vzduZnéni
48 I/h pfi 25 £ 1°C po dobu 11 dnfl. Takto
pripravenym inokulem 1. stupné se zacckuje
27 1 média IN4 (Tab. 1) v 50 1 fermentoru
a za michdni 5,8 ot./s & vzdudn&ni 720 l/h
se pri 24 = 1°C kultivuje po dobu 10 dni.
Celym objemem takto ziskaného inokula 2.
stupné se zaoCkuje 270 1 produkéniho mé-
dia CSP (tab. 1) v 500 1 fermentoru a kulti-
vuje se za michédni 3,33 ot/s, vzdu¥n&ni
6 000 1/h a pii teploté 23 + 1°C po dobu
15 dnd. Filtrat fermentacni tekutiny obsa-
huje v 15. dnu 2 836 mg/l celkovych alka-
loidfi, z toho 405 mg/l agroklavinu, 2 322
mg/l elymoklavinu a 109 mg/1 ostatnich kla-
vinovych alkaloidt a 0,08 g/1 glukani.

Priklad 3

MnoZstvi 110 1 média IN5 (tab. 1) v 200 1
fermentoru se zaotkuje suspensi konidii
produkéniho kmene C. fusiformis W1 tak,
aby médium obsahovalo 8.105 konidii/ml.
Zaotkované médium se kultivuje za miché-
ni 3 ot/s a vzdusnéni 1200 I/h pii 25 + 1°
Celsia po dobu 8 dnfi. Takto pripravené ino-
kulum 1. stupné se pienese do 1500 1 fer-
mentoru obsahujiciho 900 1 média IN6 (tab.
1) a kultivuje se za michani 2,83 ot/s a
vzdudngni 12 000 I/h p#i 23 + 1°C po dobu
7 dnil. Takto p¥ipravenym inokulem 2. stup-
né se zaotkuje 10 m3 média CSP (tab. 1) v
15 m3 fermentoru a kultivuje se za vzdu$-
néni 50 1/s a michani 1,83 ot/s pfi 22 £ 1°C
po dobu 20 dnd. Filtrat fermentatniho mé-
dia obsahuje ve 20. dnu 2459 mg/l celko-
vych alkaloiddi, z toho 147 mg/l agroklavinu
a 2 204 mg/1 etylmoklavinu a 108 mg/l ostat-
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nich klavinovych alkaleidfi a déle 0,59 g/l
glukand.

P¥iklad 4

MnoZstvi 110 1 média IN2 (tab. 1) v 200 1
fermentoru se zaolkuje suspensi konidii
produkéniho kmene C. purpurea CCM F-733
tak, aby médium obsahovalo 4.10% konidii/
/ml. Zaotkované médium se kultivuje za
michani 3 ot/s a vzdu$n&ni 1200 l/h pii
24 + 1°C po dobu 5 dnfi. Takto pi¥iprave-
né inokulum 1. stupné se pfenese do 1500 1

8

fermentoru obsahujictho 900 1 média IN2
(tab. 1) a kultivuje se za michéani 2,83 ot/s
a vzduSnéni 12 000 I/h p¥i 23 * 1°C po do-
bu 5 dnfi. Takto pfipravenym inokulem 2.
stupné se zactkuje 10 m3 média CP (tab. 1)
v 15 m3 fermentoru a kultivuje se za vzdus-
néni 56 1/s a michéani 1,83 ot/s pii 24 & 1°C
po dobu 21 dnf. Filirdt fermentatniho mé-
dia obsahuje po ukonéeni kultivace 2892
mg/l celkovych alkaloid{i, z toho 683 mg/l
agroklavinu, 1957 mg/l elymoklavinu a 252
ostatnich klavinovych alkaloidi a dédle 0,33
g/1 glukani.

TABULKA 1
Kapalnd média pro kultivaci saprofytnich kultur produkénich kmen@ houby rodu

Claviceps podle vynédlezu

Médium IN1 IN2 IN3 IN4 IN5 IN6 CP CcSsp

SloZky
(g/1 H20)
sacharosa 150 150 150 100 150 100 100 80
glukosa 20
kukufiény vyluh 10 10 5 10
dusignan véapenaty

tetrahydrat 1 1 1 1 1
sfran amonny 10 10 10 10
tpavek 25 % 6,3
kyselina jantarova 10 10 10 10 10 10 10
kyselina citrénové 16 15
dihydrofosforeénan

draselny 0,25 0,25 2,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
chlorid v4penaty 11 1,1 1,1 1,2
siran hofetnaty

 heptahydréat 0,25 0,25 0,25 2,5 0,25 0,25 0,25
siran zinetnaty

heptahydrat 0,2 0,2 0,2 0,015 2 0,015 0,015 0,01
sfran Zeleznaty

heptahydrét 0,03 0,02 0,02 0,02
fenobarbital sodny 0,5 0,5 0,25

pH 5,2 5,2 5,5 5,3 5,2 5,5 5,5 5,5

PREDMET VYNALEZU

Zphsob pfipravy ndmelovych klavinovych
alkaloidt se sniZenym obsahem glukani
submersni kultivac{ saprofytnich kultur hou-
by rodu Claviceps s vysokou produkci al-
kaloidd v médiich obsahujicich zdroje asi-
milovatelného uhliku a dusiku, mineralni
soli, stopové prvky a/nebo biologicky ak-
tivni 1atky, vyznadujici se tim, Ze piiprava
inokula vegetativniho typu je dvoustupiic-
v4, pfifemZ inokulum prvého stupné se pfFi-
pravuje v Zivném vodném médiu o hodnoté
pH 4,7 aZ 6,2, obsahujicim 8 aZ 20 % hmot-
nostnich sacharosy, 0.5 az 2,0 % hmot, du-
si®nanu vapenatého, 0,3 aZ 1,5 % hmot. ku-
kufi¢ného v§luhu, 0,02 a¥ 0,3 % hmot. di-
hydrofosforetnanu draselného, 0 a¥ 0,3 %
hmot. sfranu hofe&natého, 0 a¥ 0,3 % hmot.
siranu zine¢natého, 0,2 aZ 2,0 % hmot. ky-
seliny jantarové s kultivaci p¥i teploté 18
aZ 27°C po dobu 5 aZ 17 dnfi a pfiprava

vegetativniho inokula druhého stupnd pro-
bihd 3 aZz 11 dnh pFi teploté 18 aZ 27 °C
ve vodném Zivném médiu o hodnotd pH 4,7
a7 6,2, obsahujicim 7 aZ 23 % hmot. sacha-
rosy nebo sorbitu nebo manitu nebo glukosy
nebo vzdjemné smési t8chto sacharidd, 0
aZ 2,0 % hmot. dusitnanu vapenatého, 0 a¥
1,5 % hmot. kuku¥i¢ného vyluhu, 0 aZ 0,3 %
hmot. dihydrofosforetnanu draselného, ‘0 aZ
0,3 % hmot. siranu hore¢natého, 0 aZ 0,32 %
hmot. siranu zine&natého, 0 a¥ 0,05 % hmot.
siranu Zeleznatého, 0 a¥ 2,0 % hmot. kyse-
liny jantarové nebo kyseliny citrénové ne-
bo vzadjemné smési téchto kyselin, 0 aZ 1,6
procenta hmot. sfranu amonného, 0 aZz 0,5
procenta hmot. chloridu véapenatého, 0 aZ
1,2 % hmot. fenobarbitalu nebo jeho soli
a takto pfipraveného vegetativniho inokula
se pouZije k zaoCkovani produkeéni faze fer-
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mentatniho procesu probihajiciho 12 aZ 25
dnd pii teploté 21 aZ 26 °C v Zivném vodném
médiu o hodnoté pH 4,7 aZ 6,2, obsahujicim
8 aZ 20 % hmot. sacharosy, 0 aZ 2,0 % hmot.
glukosy, 0,5 aZ 2,0 % hmot. siranu amonné-
ho, 0 &% 1,5 % hmot. kyseliny jantarové, 0
aZ 2,0 % hmot. kyseliny citrénové, 0,01 aZ
0,05 % hmot. dihydrogenfosforeénanu dra-

10

selného, 0,1 aZ 0,2 % hmot. chloridu vépe-
natého, 0,02 aZ 0,03 % hmot. siranu hoie&-
natého, 0,001 aZ 0,002 % hmot. siranu zi-
netnatého, 0,001 aZz 0,002 % hmot. siranu
Zeleznatého, 0,02 aZ 0,1 % hmot. fenobarbi-
talu nebo jeho soli, za michéani 1,8 aZ 3,4 ot/
/s a vzdudndni 120 aZ 240 1 vzduchu na 10 1
média/h.
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