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Zplisob regulace mnoZstvi a vzéjemného
pom&ru obsahu alkaloidd produkovanych
za saprofytickych podminek variantami
kmene Claviceps purpurea, produkujicich
p¥ fermentaci provadéné na kapalném Ziv-
ném médiu, obsahujicim zdroj uhliky, du-
siku, minerdlni soli, popiipadé dalsi Zivné
latky, v uréitém tepelném rozmezi a pfi ur-
gité hodnotd pH, predeviim ergokornin a
a,3-ergokryptin.

Podstata redeni spodivd v tom, Ze u fer-
mentace provadéné v submerzni kultufe za
aercbnich podminek na kapalném Zivném
médiu obsahujicim zdroj uhliku, dusiku a
minerélni soli pFi 20 aZ 26 °C a hodnoté pH
od 5,2 aZ 6,8 po dobu &tyl aZ osmi dnll po-
uZije kmend Claviceps purpurea deponova-
nych pod &isly MNG 0022, MNG 0083,
MNG 00186 u Madarského stdtniho hygie-
nického Gstavu, priemZ se jako regulatoru
pouZije v mnoZstvi od 0,01 do 10 kg/m3 fer-
mentatni bietky, s vyhodou 0,05 aZ 5,0 kg
na m3 fermentaéni bietky, slouteniny ¢inné
v biosyntéze jako meziprodukt, a to o-keto-
maselné kyseliny, treoninu a/nebo homo-
serinu nebo slouteniny homocysteinu a/nebo
metioninu stimulujici biochemickou tvorbu
isoleucinu.
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Vynélez se tykd zplsobu regulace mnoZ-
stvi a vzdjemného pom¥ru obsahu alkaloidd
produkovanych za saprofytickych podminek
variantami kmene Claviceps purpurea pro-
dukujicich p¥i fermentaci provad&né na ka-
palném Zivném médiu obsahujicim zdro]j
uhliku, dusiku, minerdlni soli, poptipadé
daldi Zivné latky, v uréitém tepelném roz-
méezi a pri uréité hodnotd pH, predevSim
ergokornin a «- a §-ergokryptin.

Je zndmo, Ze dihydroergotoxin-metan- ne-
bo etansulfonat se v léka¥stvi pouZiva jako
reguldtor centrdlni l4tkové vymény a také
pfi 1é¢eni centrdlniho i periferniho obé&ho-
vého okruhu. Prepardt zvySuje syntézu pro-
teinu centrdlniho nervového systému a brzdi
tvorbu katecholaminem stimulovanou ade-
nylcyklazy. Preparat plsobi déle jako slabé
sedativum, brzdi reflexni tachykardii, zlep-
Suje prokrveni mozku a sniZuje tlak krve. V
lékai'stvi je preparat pouZivan predeviim u
nemoci pro uklidn&ni perifernich nebo moz-
kovych poruch krevniho ob&hu.

Dihydroergotoxin se pfipravuje hydroge-
naci ergotoxinu. Vznikly produkt je smési
dihydroergokristinu, dihydroergokorninu a
dihydroergokryptinu. Dihydroergokryptin
se vyskytuje ve dvou modifikacich («- a 8-
-formé&) a podle mejnovéjSich vyzkumil neni
. farmakologicky udinek obou forem zcela
identicky.

«-Forma pfi antikoncepénim testu u krys
je aktivné&jsi, zatimco g-forma mé silné&jsi
G¢inek u decerebrovanych kofek. Z téchto
divodl je v predpisech pro preparaty obsa-
hujici dihydroergotoxin stanoven wzdjemny
pomér «- a §-dihydroergokryptinu. Idedlnim
pomérem - a S-formy je 2:1 a celkové
optimé&lni sloZeni dihydroergotoxinu odpovi-
d4 slozkdm dihydroergokristin, dihydroer-
gokornin, e-dihydroergokryptin a §-dihydro-
ergokryptin v poméru 3:3:2: 1,

PfisluSné tolerance poméru mezi «- a 8-
-formou jsou v jednotlivych stdtech rdzné.
V USA a vétSiné evropskych statd leZi pii-
slusné hodnoty obsahu g-dihydroergokryp-
tinu v mezich 26,7 aZ 44 procent z celkové-
ho obsahu dihydroergokryptinu, zatimco w
ostatnich evropskych stdtech a v Japonsku
se tolerance pohybuje v mezich 28,6 aZ 40
procent.

Prvnim krokem ve vyrob& dihydroergo-
toxin-metan nebo etansulfondtu je priprava
nehydrogenovanych nédmelovych alkaloidl
(ergokristinu, ergokorninu, «- a g-ergokryp-
tinu).

Tyto alkaloidy jsou pfipravovdny biolo-
gickou cestou. Jednou z moZnosti je parazi-
tickd biosyntéza, pf¥i které je infnkovédno Zi-
to a vznikly alkaloid se ziskd extrakci dro-
gy. Tohoto postupu se pFevdZné& pouZiva pii
vyrobé& ergokristinu.

Dale lze pouZit saprofytickou syntézu, p¥i
které jsou alkaloidy izolovany z fermentad-
ni{ bfeCky. Nejzndméjdimi kmeny pro tento
zplsob pripravy jsou kmeny ATCC 20102,
ktery produkuje ergokryptin a ergotamin,
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kmen ATCC 20106 produkujici ergokornin a
ergosin, kmen ATCC 20019 produkujici er-
gokryptin, kmen Soc. Farmaceutici Italia
produkujici e-ergokryptin a ergosin. ]

Z uvedeného vyltu je zFejmé, Ze tyto se-
lektivni kmeny neprodukuji pouze alkaloidy
vhodné pro piipravu ergotoxinu, ale také
jiné ndamelové alkaloidy, to znamena, Ze je-
jich fermentace neni orientovand vyhradng
na ergotoxin.

Madar$ti vyzkumni pracovnici jako prvni
vypéstovali kmeny Claviceps purpurea, kte-
ré produkuji prevdiné «- a g-ergokryptin.
Také u t&chto kmen® neni nastaveni vzé-
jemného pomédru alkaloidd b&hem fermen-
tace regulovatelné. Vzdjemny pomd&r t¥i
vzniklych alkaloidli mezi sebou lze nastavit
pouze dodatetng, proto je nutno ziskanou
smés alkaloidd rozdslit na jednotlivé sloZky
zdlouhavymi, dosud zndmymi postupy a ty-
to pak v poZadovaném pomeéru znovu Smi-
chat dohromady.

Déile je zndm postup, pri kterém jsou fer-
mentovdny dva kmeny souCasng, pfFifemZ
jeden produkuje ergokornin, ergokryptin a
jeho izomer, druhy kmen produkuje ergo-
kristin. Ze spoletného roztoku kultur obou
kmen@ nelze ziskat vySe uvedené alkaloidy

-y bliZe urfeném poméru. Také u tohoto zpl-

sobu pFipravy nelze regulovat vzdjemné po-
méry alkaloidt. Také je problematické a
obtiZn&jsi zvladnout fermentaci pFi soudas-
ném nasazeni dvou kmenli neZ u postupu,
pfi kterém jsou poZadovédny optiméalni pod-
minky pouze pro riist jednoho kmene.

Bylo zjisténo, Ze biosyntézu peptidovych
alkaloid@ lze ovlivnit uréitymi aminokyseli-
nami. Biosyntézu ergokorninu, ktery ve své
peptidové ¢4sti obsahuje valin, lze podporit
prisadou valinu, biosyntézu e-ergokryptinu,
obsahujiciho leucin, lze podpofit pFisadou
leucinu. P¥esto, Ze @-ergokryptin obsahuje
isoleucin, nelze biosyntézu v tomto piipadé
ovlivnit prisadou isoleucinu. K vysvétleni
pravdépodobné pri¢iny tohoto zvlaStniho
jevu se uvédi, Ze riist kmene schopného pro-
dukovat g-ergokryptin je isoleucinem brz-
dén.

I kdyZ v bifece zndmych kmend, produ-
kujicich ergokryptin nebo ergokornin a er-
gokryptin, je pravé podil g-ergokryptinu
mendi, neZ je Zadouci, nemiZeme vzdjemny
pomér doposud ovliviiovat. Smyslem vyné&-
lezu proto bylo ovlivnit fermentaci kmene
Claviceps purpurea Z&doucim smérem.

Prekvapujici bylo v8ak zjiSténi, Ze podil
g-ergokryptinu ve fermenta&ni bfece vzros-
te, kdyZ produkci alkaloidd varianty kmene
Claviceps purpurea ovlivnime misto isoleu-
cinem sloufeninou, kterd v biosyntéze vy-
stupuje jako meziprodukt. Meziprodukty
ispleucinu tedy nebrzdi rist kmene.

Dale bylo zjist&no, Ze tvorbu alkaloidl
1ze regulovat také sloufeninami, které bio-
chemickou regulaci stimuluji tvorbu isoleu-
cinu. Meziprodukty a regulaénimi sloufeni-
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nami jsou ketokyseliny, hydroxysloudeniny
a aminokyseliny se 2 aZ 4 uhlikovymi ato-
my, jejichZ biosyntéza vychdzi z asparago-
vé kyseliny nebo fosfdtu této kyseliny.

K ovlivnéni fermentace Zadoucim smérem
byly také izolovany selekci nové varianty
kmene. B&hem téchto pokusit byla izolovdna
nova varianta kmene Claviceps purpurea,
kterd byla deponovand pod & MNG 00186.
Kmen méd morfologii blizkou kwvasinkdm a
prevdzné produkuje ergokornin a g-ergo-
kryptin, je vhodny tudiZ ke zvySeni pedilu
B-ergokryptinu. ,

Dosavadnim zptsobem fermentace variant
kmene Claviceps purpurea nelze ovlivitovat
ani obsah ani vzéjemny pomér vznikajicich
namelovych alkaloidG. Podil g-ergokryptinu
ve fermentani bfefce je nizky.

Uvedené nedostatky odstraiiuje zplisob
regulace podle vyndlezu, jehoZ podstata
spofiva v tom, Ze se u fermentace provadg-
neé v submerzni kultufe za aerobnich pod-
minek na kapalném Zivném médiu obsahu-
jicim zdroj uhliku, dusiku a minerdlni soli
pfi 20 az 26 °C a hodnot& pH od 5,2 a% 6,8
po debu €tyF aZ osmi dnd pouZije kmenfi
Claviceps purpurea deponevanych dne 22.
dubna 1963 pod ¢&islem MNG 0022, dne 25.
ledna 1972 pod &islem 0083, dne 9. kvétna
1979 pod ¢islem MNG 00186 u Madarského
stdtnfho hygienického tustavu, pricemZ se
jako reguldtoru pouZije v mnoZstvi od 0.01
do 10 kg/m3 fermentaéni bFetky, s vyhodou
0,05 aZ 5,9 kg/m3 fermenta&ni bfecky, slou-
Ceniny ¢inné v biosyntéze jako mezipro-
dukt, a to «-ketomdéselné kyseliny, treoninu
a/nebo homoserinu nebo sloudeniny homo-
cysteinu stimulujici chemickou tvorbu iso-
leueinu.

Fermentace je provddé&nd za pFitomnosti
pfisad (prekursort) regulujicich vzdjemny
pomér alkaloidd. :

Jako regulaéni prisadu lze pouiZit sloude-
ninu, kterd vystupuje v biosyntéze isoleuci-
nu jako meziprodukt nebo sloudenina.

Meziprodukty v takové biosyntéze isoleu-
cinu jsou — v takovém pofadi, jak se tvo¥i
— tyto: pfes homoserin- a- treonin nebo ky-
selinu 3-metylasparagovou (kyselinu 2-ami-
no-3-metyljantarovou) a kyselinu metyloxal-
octovou (2-metyl-3-oxo-jantarovou kyselinu,
kyselinu o-ketomédselnou aZ nakonec ma- ¢-
-acetyl-a-hydroxymdéselnou kyselinu, e,g-di-
hydroxy-g-metylvalerovou kyselinu a g-ke-
to-g-metylvalerovou kyselinu.

Slougeniny, které stimuluji vznik isoleu-
cinu biochemickou regulaci, biochemicky
patfi k takzvanym aspardtim, tedy sloudeni-
nam, jejichZ biosyntéza vychdzi z kyseliny
asparagové nebo fosfdtu této kyseliny. V
prvé fadé se jednd o ketokyseliny, hydro-
xykyseliny a aminokyseliny se ¢tyFmi aZ
Sesti uhlikovymi atomy. Pf¥ednostn& to jsou
homocystein a/nebo methionin.

Slou€eniny, které reguluji tvorbu alka-
loiddi se do fermenta&ni b¥etky p¥idavaji v
mnoZstvi od 0,01 do 10 kg/m3, s vyhodou
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0,05 az 5,0 kg/m® V daném pripads se sla-
bé kysely vodny roztok reguladni sloudeni-
ny pridava po sterilizaci, a to bud najednou,
nebo rozdéleny na nékolik davek, nebo ply-
nule b&hem celé fermentace.

Diive se obsah alkaloidd ve fermenta&ni
bre€ce Easto uvadél v hodnotéch méienych
spektrofotometricky. Celkovy obsah alka-
loidG byl méren spektrofotometricky, i kdyz
vysledky méfeni nejsou dostatetns speci-
fické.

Jednotlivé sloZzky ergotoxinu byly kromé
toho ur€ovdny eluéni chromatografii, p#i-
padné kvantitativng kapalinovou chromato-
grafii.

Vynélez je bliZe objasnén dale uvedenymi
priklady, kterymi vSak neni omezen.

Priklad 1

200 ml Zivného média GK v 500 ml Erlen-
meyerové baiice se naotkuje kulturou Cla-
viceps: purpurea MNG 0022, predpé&stovanou
na agarovém Zivném meédiu AIC. Erlenmeye-
rova bailka se temperuje pfi 24 °C na vibrag-
nim stole s kmito&tem 300 min-1 t¥i dny.
Takto vznikly zarodek se pfeotkuje na 5
litrd Zivného média St do fermentétoru 0
obsahu 10 litrd.

Kultura se péstuje pri 24 °C a 240 ot4c-
kdch za minutu p¥i protiepavani 0,5 litry
vzduchu na litr fermenta&ni b¥etky a minu-
tu po dobu sedmi dnd. Ve 40., 64., 88. a 112.
hodiné se k fermentadni bre&ce pridava ja-
ko prekursor 10% vodny roztok metyloxal-
octové Kkyseliny (0,5 g prekursoru . litr~1
fermentaéni bFetky). Obsah alkaloidd ergo-
korninu a ergokryptinu po sedmi dnech fer-
mentace vzroste na poZadovanou hodnotu.

Celkovy obsah alkaloidi podle barevné
reakce je 1150 y/ml. Chromatografii na ten-
ké vrstvé (]. of Chrom. 87, 433—1973) bylo
zjiSténo 300 y/ml ergokorninu, 180 y/ml er-
gokryptinu a 110 y/ml jejich pravotoivych
epimerdt. Pomér mezi «- ag-ergokryptinem,
stanoveny vysokotlakou kapalinovou chro-
matografii byl uréen 66 : 34.

Alkaloidy byly z fermenta&ni bFetky izo-
lovdny zndmym zpdsobem.

SloZeni pouZitych Zivnych médii:
Agarové médium AIC

Manit 40

.0
kyselina citrénova 7,0 g
voda zbobtnalé kukufice 20 g
dihydrogenfosfore¢nan draselny 10 g
siran hofednaty 0,3 g
praskovity agar (Difco) 25,0 g
&pavek do pH 5,2 aZ 5,3
voda . do 1000 ml

PoZadovand hodnota pH se nastavuje bé-
hem zahfivani k varu. Pak se ddvky Zivného
média po 6 ml vpravi do zkumavek a pone-
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chaji se v §ikmo uloZenych zkumavkach za-
tuhnout.

Zivné médium GK

trypkasin 7,0 g
kyselinna citrénova 41 g
dihydrogenfosforetnan draselny 0,3 g
siran hofeCnaty 0,3 g
Cpavek do pH 5,7 aZ 5,8
voda do 840 ml

Zivnym médiem se plni baiiky po 84 ml
nebo 168 ml. Do kaZdé barnky se pfidd 16
nebo 32 ml 50% roztoku glukozy.

Zivné médium St

sachardza 100,00 g
kyselina jantarova 10,00 g
dihydrogenfosforefnan

draselny 0,25 g
siran hofetnaty 0,25 g
dusitnan amonny 1,00 g
chlorid vépenaty 1,00 g
épavek do pH 5,2 a” 5,3
voda do 1000 ml

Zivné médium se sterilizuje v ddvkdch po
0,1 nebo 5 nebo 100 litrd.

Priklad 2

200 ml Zivného média GK v Erlenmeyero-

vé barice o objemu 750 ml se naotkuje va-

riantou kultury Claviceps purpurea MNG
0088, p&stované na Zivném médiu AIC. Kul-
tura se t¥i dny temperuje p¥i 24 °C na vib-
radnim stole p¥i kmito&tu 300 min-L.

Ziskand kultura se pievede do pé&ti litrh
Zivného média TC 54, které je w laborator-
nim fermentatoru o obsahu 10 litrd. Kultu-
ra se pak pfi 24 °C a otdckdch michadla
240 min~! profukuje 0,5 litry vzduchu na
litr fermentafni bfetky a minutu, po dobu
tF¥{ dnfi. Ziskanou ofkovaci kulturou je na-
otkovano 100 litrGt Zivného média St ve fer-
mentdtoru, ktery je kyselinovzdorny a vy-
baven michadlem.

Kultura je udrZovand pfi 24 °C za promi-
chévani rychlosti 120 min~! a provétrdvani
0,3 litry vzduchu na litr fermentaéni biecky
a minutu po dobu $esti dn@. V prvnich péti
dnech fermentace se ke kultufe pridavd ja-
ko prekursor 5% vodny roztok kyseliny o-
-ketomdselné s rychlosti 20 ml h-l

Po skonéeni fermentace byl obsah alka-
loid& 920 y/ml. Chromatografickou metodou
popsanou v piikladu 1 bylo zjist&no 260y
na mililitr ergokorninu, 155 y/ml w«-ergo-
kryptinu a 95 y/ml g-ergokryptinu. Mimoto
bylo nalezeno je$t& 80 y/m! ergokornin-
kryotininu.

8 .

Zivné médium TC 54 ma toto sloZeni:

sacharoza 100,0 g
kyselina citronova 10,0 g
chlorid sodny 10,0 g
dihydrogenfosforetnan

draselny 0,5 g
siran hofefnaty 0,5 g
tpavek do 5,7 aZ 5,8
voda do 1000 ml

Zivné médium se sterilizuje v davkéch po
péti litrech v laboratornim fermentétoru.

Priklad 3

100 ml Zivného média GK v Erlenmeyero-
v& baiice o objemu 500 ml se naolkuje kul-
turou varianty Claviceps purpurea MNG
0088, mnoZené na agarovém Zivném médiu
St. Kultura se pak temperuje pri 24 °C na
vibraénim stole pFi kmitoStu 300 min~! tfi
dny. 10 ml ziskané kultury bylo preokové-
no na 100 ml Zivnhého média T 25.

Tato kultura byla rovn&Z temperovand
pét dnlt pFi 20 °C na vibrafnim stole. Ve 20.
hoding bylo do fermenta¢ni bfeCky priddno
0,5 g treoninu jako prekursoru. V 5. dnu
byla celkovd koncentrace alkaloidl 1200y
na mililitr. Metodou uvedenou v pfikladu 1
bylo zji§téno 260 y/ml ergokorninu, 140 y
na mililitr «-ergokryptinu a 80 y/ml g-ergo-
kryptinu. Celkovy obsah ergokornininu a er-
gokryptininu byl 130 y/ml.

Zivné médium St se 1i8i od kapalného Ziv-
ného meédia St, uvedeného v pFikladu 1 tim,
7e do roztoku bylo pfiddno 25 g praskového
agaru (Difco). Po pfiddni agaru se Zivné
medium zahieje k varu, pak po 6ml por-
cich se rozdéli do zkumavek, sterilizuje a
v Sikmé poloze se nechd zatuhnout.

Zivné médium T 25 mé toto sloZeni:

sachar6za 300,0 g
kyselina citrénova 150 g
kvasnicovy vytaZek 10 g
dihydrogenfosforetnan

draselny 05 g
siran hofednaty 05 g
Cpavek do pH 5,2 aZ 5,3
voda «do 1000 ml

Zivné médium se ve 100ml davkidch plni
do banék, ve kterych se sterilizuje.

Pfiklad 4

Postup praci je stejny jako v prikladu 3,
avSak jako prekursor se pouZije misto treo-
ninu 0,5 g homoserinu. Po 5. dnu fermenta-
ce byl celkovy obsah alkaloidii 880 y/ml.
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Fermentatni bFetka obsahovala 220 y/ml
ergokorninu, 150 y/ml e-ergokryptinu a 80y
na mililitr g-ergokryptinu. Ergokorninu a
ergokryptininu bylo dohromady zjiSté€no
180 y na mililitr.

P¥iklad 5

Postup praci je stejny jako v pfikladu 3,

avSak jako prekursoru bylo pouZito 0,05 g .

homocysteinu. Po 5. dnu fermentace byla
celkovd konncentrace alkaloidd 700 y/ml.
Fermenta¢nf bretka obsahovala 190 y/ml
ergokorninu, 85 y/ml e-ergokryptinu a 90y
na mililitr g-ergokryptinu. Ergokornininu a
ergokryptininu bylo celkem 150 y/ml.

Pfiklad 6
100 ml Zivného média GK v Erlenmeyero-

vé batice o obsahu 500 ml se naoCkuje kul-
turou kmene Claviceps purpurea MNG 00186,

- 10

p8stované na agarovém Zivném médiu St.
Kultura se temperuje pfi 24 °C na vibranim
stole s kmito&tem 300 min-1 &ty#i dny. Tak-
to ziskand kultura se po 10 ml dévkéch pfe-
nese do osmi bané&k, ve kterych je po 100

* mililitrech Zivného média St. Kultury jsou

fermentovéany rovndZ pii 24 °C na vibra¢nim
stole po dobu sedmi dni. Ke €tyfem kultu-
ram nebyl pFiddn prekursor. Ke zbyvajicim
¢tyfem kulturdm byl pFidan ve 24. a 48. ho-
din& fermentace po 0,02 g metioninu, roz-
poudténého ve 2 ml vody. Po sedmi dnech
byla fermentace pFeruSena.

Fermentatni bfe¢ky, kultivované bez pre-
kursoru, byly spojeny dohromady a byl ur-
ten obsah alkaloidl: 80 y/ml ergokorninu,
15 y/ml a-ergokryptinu, 30 y/m! g-ergokryp-
tinu.

Fermentaéni bietky kultivované s prekur-
sorem byly smichédny dohromady a v nich
uréen obsah alkaloidd: primérny obsah er-
gokorninu byl 250 y/ml, 50 y/ml «-ergokryp-
tinu a 100 y/ml g-ergokryptinu.

PREDMET VYNALEZU

Zptsob regulace mnoZstvi a vzdjemného
pomé&ru obsahu alkaloidli produkovanych
za saprofytickych podminek variantami
kmene Claviceps purpurea produkujicich
pii fermentaci provddéné na kapalném Ziv-
ném médiu obsahujicim zdroj uhliku, dusi-
ku, minerdlni soli, popfipadé dal3i Zivné
latky v uréitém tepelném rozmezi a pii ur-
¢ité hodnoté pH, predevSim ergokornin a
o- a B-ergokryptin, vyznacujici se tim, Ze se
pFi fermentaci provdd&né v submerzni kul-
tufe za aerobnich podminek na kapalném
Zivném médiu obsahujicim zdroj uhliku, du-

stku a minerdlni soli p¥i 20 aZ 26 °C a hod-
noté pH od 5,2 aZ 6,8 po dobu &tyf aZ osmi
dntt pouZije kmend Claviceps purpurea
MNG 0022, MNG 0083 a MNG 00186, pri¢emzZ
se jako reguldtoru pouZije v mmnoZstvi od
0,01 do 10 kg/m3 fermentaéni bietky, s vy-
hodou 0,05 aZ 5,0 kg/m® fermentadni biet-
Ky, sloufeniny ¢inné v biosyntéze jako me-
ziprodukt, a to «-ketomdselné Kkyseliny,
treoninu a/nebo homoserinu nebo slou€eni-
ny homocysteinu a/nebo metioninu stimulu-
jici biochemickou tvorbu isoleucinu.
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