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Zptsob pfipravy fluktocidli namelovych alkalo-
idi elymoklavinu, chanoklavinu, lysergolu a
DH-lysergolu, ktery spo¢iva v tom, Ze na tyto
namelové alkaloidy se ptsobi volnym nebo imo-
bilizovanym myceliem houby kmenti Claviceps
purpurea nebo Claviceps fusiformis v médiu s
50 - 100 g sacharézy/l na pH 5,8 aZ 7,0, obsa-
hujicim anorganické soli, naptiklad dusi¢nan
véapenaty, kysely fosfore¢nan draselny, chlorid
vapenaty, siran hofefnaty, chlorid draselny,
siran amonny a/nebo biologicky aktivni latky,
naptiklad kvasni¢ny autolyzat, kukufi¢né ma-
tecf vody, nadez meziprodukt se z média sorbu-
je na bentonit a po desorpci se délf, s vyhodou
nékolikandsobnou kapalinovou chromatografif
na kolonach s reverzni fazi C-18 a mobiln{ fazi
smési methanolu, vody a amoniaku.
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Zpusob pripravy fruktosidl namelovych alkaloidu

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpusobu pripravy fruktosidua namelovych alka-
loidu elymoklavinu, chanoklavinu, lysergolu a DH-lysergolu.

Dosavadni stav techniky

Objevem elymoklavin-0-B-D-fruktosidi Flossem a kol.(Z.Natur-
forsch. 22b, 339, 1967) a elymoklavin-0-B-D-fruktofuranosyl
(2--1)-0-B-D-fruktofuranosidu (Flieger a kol. J. Nat. Prod.
1989a), analogickych fruktosidi chanoklavinu (Flieger a kol. J.
Nat. Prod., 1989b), lysergolu a DH-lysergolu (K¥en a kol. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 1989) byla formovana nova skupina namelo-
vych alkaloidui - glukosidy namelovych alkaloidu.

Elymoklavin fruktosid je syntetizovadn ze sacharésy a elymo-
klavinu u¢inkem enzymu B-D-fruktofuranosidasy (Dickerson Biochem.
J. 129, 363, 1972), ktery Stépi sacharézu na glukdézu, utilizova-
nou organismem k rustu a fruktézu, kterid je prenasena na akceptor
s primarni alkoholickou skupinou, tj. napf. na elymoklavin. Ely-
moklavin difruktosid vznikd z monofruktosidu prenosem fruktdézy na
volnou hydroxymethyl skupinu fruktézového zbytku. Analogicky
vznikaji i dalsi fruktosidy namelovych alkaloidu.

Tyto latky nebyly dosud ziskany ve vét$im mnoZstvi, které by
umoznilo studium jejich biologickych aktivit a pripadné jejich
vyuziti ve farmacii. U elymoklavin-fruktosidd je mozZno predpokla-
dat Jjisté imunomodulaéni uUc¢inky, které byly nalezeny u jejich
aglykonu elymoklavinu (Sterzl a kol. Cz. Med. 1, 90, 1989), pri-
padné je moZné jejich vyuziti jako substrdtu pro pripravu deriva-
td namelovych alkaloidu.

Nevyhodou Kkmenu, které byly dosud popsany jako producenti
téechto substanci, je nizkd produkce a dlouha kultivacéni doba,
potrebna k jejich fermentativni pfipravé. Kromé toho napr.
fruktosidy chanoklavinu, lysergolu a DH-lysergolu nelze pripravit
Jinak nez konverzi - fruktosylaci - preformovanych alkaloidu.

Jednim 2z duleZitych parametru glykosylacéni aktivity u C.
purpurea je koncentrace donoru fruktézy, tj. koncentrace sacharé-
zy. Pfi niZsich koncentracich sacharézy se projevuje nedostatek
saturace substratem, pri vyssich koncentracich sacharéza sama
kompetuje s alkaloidem o prenos fruktézy. Dalsim dilezitym para-
metrem pro funkci invertas je pH. O nékterych bifunkénich inver-
tasach je znamo, Ze jejich hydrolyticka aktivita je vyssi v kyse-
lém prostredi (ve sméru s$tépeni glykosidll), naopak jejich synte-
ticka aktivita (ve sméru glykosylace) vzrista smérem K neutralni-
mu az slabé bazickému pH.

Pro glykosylaci elymoklavinu plati tato zavislost striktné;
pri posuvu od pH 5 - 5,5 k neutralni oblasti pH 6,5 - 6,7 se
glykosyla¢éni aktivita zvySuje asi 5x.

pH-optimum pro glykosylaci chanoklavinu je vs$ak odlisné
- asi pH 5,8. Souvisi to zfejmé s rozdilnymi disociaénimi kons-
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tantami elymoklavinu a chanoklavinu. Pri uvedenych pH-optimech
obou alkaloidi je pomér disociované slozZky ku nedisociované roven
pFibliZné 1. Optimalizaci pH lze tedy docilit nékolikanasobného
zvySeni vytézku glykosidu nédmelovych alkaloidu.

Dalsim faktorem je vyvojova =zavislost aktivity invertasy
s vékem kultury. Maximadlni aktivity glykosylace se dosahuje asi
15. den véku produkéni kultury. Tato zavislost je zpusobena jed-
nak vy$si aktivitou enzymu v diferencovaném stadiu, ale i vyssi
schopnosti kultury v tomto obdobi neutralizovat médium.

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody, tj. nizké vytezky fruktosida elymoklavinu
a obtizné ziskani fruktosidu alkaloidl, odstranuje zpusob podle
vynalezu, jehoZ podstatou je, Ze se na namelové alkaloidy elymo-
klavin, chanoklavin, lysergol a DH-lysergol pusobi volnym nebo
imobilizovanym myceliem houby kmenu Claviceps purpurea nebo Cla-
viceps fusiformis v médiu s 50 - 100 g sacharézy a pH 5,8 aZ
7,0, obsahujicim anorganické soli, napriklad dusic¢nan vapenaty,
kysely fosforeénan draselny, chlorid vapenaty, siran horecnaty,
chlorid draselny, siran amonny a/nebo biologicky aktivni 1latky,
napriklad kvasnic¢ni autolyzat, kukuriéné maceci vody, nacezZ mezi-
produkt se z média sorbuje na bentonit a po desorpci se déli
s vyhodou nékolikandsobnou kapalinovou chromatografii na kolonach
s reverzni fazi C-18 a mobilni fazi smési methanolu, vody a amo-
niaku.

Priklady provedeni vynalezu

Zpisob pripravy fruktosidu namelovych alkaloidli je doloZen
nasledujicimi priklady, aniz by predmeét vynalezu byl Jjakkoliv
omezen.

Priklad 1
Fruktosylace elymoklavinu

Pro fruktosylaci namelovych alkaloida byl pouzit kmen Clavi-
ceps purpurea 88-EP-47, ktery byl vys$lechtén na vysokou glyko-
sylaéni aktivitu.

Pro glykosylaci alkaloidl bylo pouzito promyté mycelium kme-
ne C. purpurea 88-EP-47, narostlé na pudé TI (viz. tab. 1). Myce-
lium bylo za sterilnich podminek resuspendovano v médiu NP (viz.
tab. 1) pro zamezeni dalsiho rustu a produkce alkaloidu de novo.
Alkaloidy byly pridavany jako sterilni roztok ve formé citratu v
konc. 1,5 g/l. Pro fruktosylaci elymoklavinu byla pridana sacha-
réza v koncentraci 75 g/l. Na obrazku &.1 je znazornéna zavislost
glykosylaéni aktivity mycelia kmene C. purpurea na koncentraci
sacharézy v médiu NP. Na ose S je vynesena koncentrace sacharézy
v g/1, na ose K jsou vynesena procenta biokonverze elymoklavinu
na celkové fruktosidy elymoklavinu (-o-) a na elymoklavin mono-
fruktosid (-o-). pH pro konverzi elymoklavinu bylo udrZovano na
hodnoté 6,5. Na obrazku ¢.2 je znadzornéna zavislost glykosylaéni
aktivity mycelia kmene C. purpurea na pH média NP (pfi konc.
sacharézy 100 g/l1). Na ose X je vyneseno pH média NP, na ose K
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Jsou % biokonverze elymoklavinu na celkové fruktosidy elymoklavi-
nu (-o-) a na elymoklavin monofruktosid (-o-). V tomto pripadé
lze s vyhodou pouZit mycelium z desetidenniho inokula na pudé TI,
nebo mycelia 2z produkéni kultivace na pudé CS2 (viz. tab. 1).

Separace alkaloidu:

Alkaloidy byly separovany z kultivacéni tekutiny po tdpravé pH
amoniakem na hodnotu 7,5 adsorpci na bentonit (Lachema, Brno)
(2 x 50/500 ml), desorbovany methanolem (3 x 100 ml) a smés alka-
loidd byla odparena na vakuové odparce na celk. objem 10 ml. Roz-
tok byl nanesen (5 x 2 ml) na preparaé¢ni nizkotlakou chromatogra-
fickou kolonu, plnénou Separonem SGX C18 (35g, 25 x 2,0 cm, zrné-
ni 50 pum) a eluovadn smési methanol-voda-konc. &pavek (30:70:0,34)
Detekce byla provadéna UV svétlem pri 288 nm, prvni frakce obsa-
hovala smés glykosidu elymoklavinu. Dal$i déleni bylo provadéno
na HPLC Sepron SGX C18 (25 x 0,8 cm, zrnéni 7 um) za podminek
jako pri stanoveni.

Identifikace byla provedena hmotovou spektrometrii na pri-
stroji Finigan MAT 90 technikou DI-ci a DCI, teplota na vstupu
250 °C, teplota vzorku rostla od 25 do 300 °C rychlosti
1 °C/min, iontovy tok 0,2 mA, wurychlovaci napéti 5 kV, chem.
ionizace NH;. Cims elymoklavin difruktosidu (m/z - rel. int. %)

:417-33, 416-22, 254-23, 253-30, 237-100, 236-85, 223-9, 207-6,
167-9, 154-6, 127-1. Cims elymoklavinu difruktosidu (m/z - rel.
int. %) - 597~-25, 578-8, 416-10, 254-60, 253-45, 237-100, 236-93,
223-7, 207-3, 167-9, 154-10, 127-24.

Priklad 2
Fruktosylace chanoklavinu

Fruktosylace chanoklavinu se provadi stejné, jak je uvedeno
v prikladu 1, pouze s tim rozdilem, Ze pH média NP bylo udrzovano

na hodnoté 5,8.

Déleni a charakterizace chanoklavin fruktosidui bylo provadé-
no obdobné jako v prikladu 1.

Cims chanoklavin monofruktosidu (m/z - rel. int. %) 154-19,
183-62, 239-71, 257-82, 418-47, 419-100.

Cims chanoklavin difruktosidu (m/z - rel. int. %) 154-14,
163-29, 183-39, 239-56, 257-53, 418-28, 419-100, 502-14, 582-29.
Priklad 3
Fruktosylace lysergolu

Fruktosylace lysergolu byla provadéna za stejnych podminek,
jako v prikladu 1, pouze s tim rozdilem, Ze bylo pouzZito lysergo-
lu ve formé sterilniho roztoku citrdtu, upraveného na finalni

konc. 1,5 g/1, médium NP s obsahem sacharézy 75 g/l a ©pH 6,5.
VytéZky konverze jsou uvedeny v tabulce 2. Glykosidy lysergolu
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byly analyzovany, jak je uvedeno v prikladu 1, a identifikace
byla provedena pomoci HPLC. Fruktosidy 1lysergolu po hydrolyze
kvasniédnou invertazou davaji odpovidajici aglykon, ktery se iden-
tifikuje srovnanim se standardem.

Priklad 4
Frutosylace DH-lysergolu

Fruktosylace DH-lysergolu byla provadéna stejné, jako
v prikladu 3, pouze s tim rozdilem, Ze pro fruktosylaci byl pou-
zit DH-lysergol. Vysledky konverze jsou uvedeny v tabulce 2.
Déleni a identifikace fruktosidu DH-lysergolu byly provadény, jak
je uvedeno v prikladu 3.

Priklad 5
Fruktosylace kmene Claviceps fusiformis

Biokonverze namelovych alkaloidd se provadi, jak je uvedeno
v prikladech 1 aZz 4, pouze s tim rozdilem, Ze jako biologicky
materidl (mycelium) se pouzije kmene Claviceps fusiformis,
s vyhodou Kkmen W1 (A.O. 248612), kultivovany postupem, Jjak je
uvedeno v prikladu 1.

Priklad 6

Fruktosylace elymoklavinu imobilizovanym myceliem kmene Claviceps
purpurea.

Pro biokonverzi elymoklavinu bylo pouzZito imobilizovanych
bunék kmene Claviceps purpurea, s vyhodou kmen 88-EP-47. Pro imo-
bilizaci bylo pouZito mycelium z inokulaéni Kkultury na médiu TI
(9. den). Mycelium se imobilizuje do Ca-alginatu (s vyhodou Pro-
tanal LF 10/60 (Protan, Dramen, Norsko) v A.O. 250474, popr.
v praci Krena a kol. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 26, 219,
1987). Koncentrace alginatu v biokatalyzatoru byla 3 %, koncent-
race biomasy cca 70 mg vlhké vahy/ml biokatalyzatoru.
Erlenmayerovy banky (300 ml) obsahovaly 20 ml biokatalyzatoru
v 60 ml média JCS-GY (tab. 1). Elymoklavin byl pridan jako roztok
sukcinatu, sterilizovany filtraci do findlni koncentrace 1000 az
4000 mg/l1 (viz. tab. 3). Kaidych 22 dni bylo médium s elymoklavi-
nem nahrazeno novym. Kultivace probihala na tfepacce za podminek,
uvedenych v prikladu 1. Vysledky biokonverze jsou uvedeny v ta-
bulce 3.

Priklad 7

Biokonverze chanoklavinu, lysergolu a DH-lysergolu imobilizova-
nych myceliem kmene Claviceps purpurea.

Bylo postupovano stejné, jako v prikladu 6, pouze s tim roz-

dilem, Ze ke konverzi byly pouZity roztoky chanoklavinu nebo
lysergolu nebo DH-lysergolu v koncentracich 1 500 mg/l.
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Dale je uvedena tabulka 1, ve které je uvedeno slozeni pouZitych
médii.

Tabulka 1

komponenta [g/1] NL829 TI NP CcSs2 JCSGY
sacharéza 100 100 100 100 60
L-asparagin 10 10 - - -
KH2P04 0,25 0,25 - 0,25 -
caCl, - - 1,2 1,2 1,2
L-cystein.HCl - 0,1 - - -
Kys. citronova

monohydr. - - 16,8 16,8 2
Kys. jantarova - - - - 8,2
MgSO4.7H20 0,3 0,3 0,25 0,25 0,25
KCl 0,1 - 0,12 0,12 0,12
Kvas. autolyzat 0,1 - - - -
FeS0,.7H,0 0,02 - 0,02 0,02 0,02
ZnsS0, . 7H,0 0,02 0,02 0,015 0,015 0,015
pH 5,5 5,5 5,5% 5,5 6,5
baze k upravé pH NH,OH NaOH NaOH NaOH NaOH
agar 25 - - - -

* hodnota plati, pokud neni v textu uvedeno jinak

V tabulce 2, ktera je uvedena dale, jsou vytéiky fruktosylace
lysergolu a DH-lysergolu myceliem kmene Claviceps purpurea.

Tabulka 2

%a
alkaloid pP 1°€
Lysergol 7,7 0,5
DH-lysergol 2,8 13,3
a

konverze na celkové fruktosidy (mono- + oligo-)

biomasa z produkéni kultivace na médiu CS2 (14. den), 6 g
susiny/1, doba konverze 50 dni.

biomasa z inokulac¢ni kultivace na TI (9. den), 6 g susiny/1,
doba konverze 50 dni.

Dale je uvedena tabulka 3, ve které jsou vysledky glykosylace
elymoklavinu imobilizovanymi burkami Claviceps purpurea.
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Tabulka 3
elymoklavin [mg/1] 1000 2000 4000
pa P P P
cyklus trvani cyklu
é. {dny]
1. 22 62,1 48,0 36,4 24,9
2. 22 38,4 50,8 18,7 17,2
3. 22 23,7 10,8 13,5 20,7

ap - mycelium pro imobilizaci bylo z produkéni kultivace na mediu
cS2 (14. den),

by - mycelium pro imobilizaci bylo z inokula, narostlého na médiu
TI (9. den).

PATENTOVE NAROKY

Zpusob pripravy fruktosidd némelovych alkaloidl elymoklavi-
nu, chanoklavinu,lysergolu a DH-lysergolu, Vv Yy 2 n a dujici
s e t i m, Ze na tyto namelové alkaloidy se pusobi volnym nebo
imobilizovanym myceliem houby kmenid Claviceps purpurea nebo Cla-
viceps fusiformis v médiu s 50 - 100 g sacharézy/1 a pH 5,8 az
7,0, obsahujicim anorganické soli, napriklad dusic¢nan vapenaty,
kysely fosforeé¢nan draselny, chlorid vapenaty, siran horecnaty,
chlorid draselny, siran amonny a/nebo biologicky aktivni latky,
napriklad kvasniéni autolyzat, kukuriéné macéeci vody, naceZ mezi-
produkt se 2z média sorbuje na bentonit a po desorpci se déli,
s vyhodou nékolikanasobnou kapalinovou chromatografii na kolonach
s reverzni fazi C-18 a mobilni fazi smési methanolu, vody a amo-

niaku.
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