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i

Vyndlez se tykd zplsobu vyroby elksloidd derivdtd kyseliny lysergové submersni fermen-
tac{ pfi pouziti seprofytniho kmene vi*eckaté houby Claviceps paspali FA, Tento kmen je uloZen
v Beskoslovenské sbirce mikroorgenismd University J. E. Purkyn® v Brng pod. &. CCMF - 731.

Kultury Cleviceps paspali viecketé houby Zeledi Clavicipitacea [k. Cejp, Houby I, Nskl.
8sAv, Preha (1957)], pet#{ ke skuping kmend, které se vyznefuji schopnosti vytvéfet ze urdi-
tych podminek blologicky d¥inné létky, jejichi zékledem je ergolinové jédro, V prirod¥ se
vyskytuj{ tyto kmeny jako parazité ne trédvé Pespalum distichum nebo Paspelum dilatatum.

Byly popsdny Stevensem a Hellem (Bot, Gazette, 460 /1910/ ), svBsk prvn{ zminks o t3chto
kmenech jeko zdrojich némelovych alkeloidd se objevila v Tonolové a Arcamonov¥ préci
(F. Arcemone et al., Nature (London), 187, 238/1960/). V pribshu delifch let byly popsény

nové kmeny.

Se kmenem C.paspali izolovenym z trdvy Pespalum distichum L. precoveli F, Arcsmone
et el. (Nature 187, 238 /1960/), Proc. Roy. Soc. Ser, B 153, 26 /1961 /). V§tsiky celko-
vjch alkaloidd (CA) byly zne¥n¥ rozd{lné, napf, 504- mg/ml CA a% 2 mg/ml fermenta¥ni tekutiny
(vyjédieno jako lysergové kyselina). Podobn¥ v daldich letech pracovali s ¥adou kmend C.
pespeli Mercentini et al. (Ann, Ist, Super. Senith 3, 536 (1967), D. Groger a V. E. Tyler
Jr., Lloydie 26, 174 (1963), F. Pacifici, Lloydia 25, 37 (1962), 26, 161 (1963), P. J. Rosa-
zza et al., Appl. Microbiol. 15, 1270 (1967) nebo A. Puc et al. IV. Int. Congr. tulture
Coll., Brno §SSR (July 1981), :

Ptiprave produktd, které jsou predm&tem zpisobu vyroby podle vyndlezu, neni dosud
uspokojivé vyreSena, zejméne pokud jde o vytdinost a délku procesu, pfestoZe se Jednd’
o 1létky, které jsou biologicky u¥inné s splikacl v huménni medicin¥., NEkteré nevfhody do-
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savadnich zpidsobld piipravy odstranuje zpdsob podle vyndlezu, jehoZ podstatou Je, Ze kmen
viackaté houby Claviceps paspsli FA se kultivuje na kultivedn{ pidé o sloZeni

manitol 29 a% 31 g/1 fermentadnf tekutiny
Kyselins jentsrovéd 29 ef 31 g/1
propylenglykol 29 &% 31 g/1

primérni forforeinsn drsselny 0,9 a% 1,1 g/1

Mgso,.7 Hy0 0,3 8% 0,32 g/1
' Ca(NO;) 5. Hy0 0,03 a% 0,035 g/1
MBSO,.4 HO 0,01 a2 0,015 g/1
N-N03 ‘ ] 0,1 g/1 a% 0,11 g/1 a stopové mnoZstvi
ZnSO4.7 H20
CuSO4.5 H20

pritem# zbytek tvoi'{ vodovodni vods,
pF¥i teplot¥ 24 °% %1 °% o pH 5,2 8% 5,3 po dobu 14 e% 17 dnd, nadeZ konedny produkt, sm&s
derivdtd kyseliny lysergové, se izoluje extreskci znémym zpisobem.

Slofenf kultivednf pidy je rozhodujicim faktorem pro vyt¥Znost produkovenych derivétd
. kyseliny lysergové. Pide obsshuje znémé zdroje uhliku a dusiku (Tylerovo médium viz P. Groger
e V. E, Tyler Jr., Lloydie 26, 174 /1963/ ) & specifickou smés snorganickych solf a stopo-
v¥ch prvki.

DileZitym faktorem je pouZitf vodovodni vody, ktera zvySuje celkovou produkei alkaloidh
e ddle presné zachovdni kultivedni teploty 24 .

V danych podminkdch se negetivn& projevuje vliv F.SO4.7 H,0, Je tfeba, aby toto zet{zent
pro fermentaci bylo z nerezav¥jfcich meteridld.

Dédle je uveden pfiklad zpisobu vjfoby elkaloidd podle vyndlezu.

PrfLfklad

Submerseni kultivece kmene C. paspali FA v bankéch ne rota¥nim tfepecim stroji.
P¥iprave zdkladn{ kultury kmene C. paspeli FA

Vjchoz{ kmen se kultivuje p#i 23 8% 24 % v endozkumavkdéch (15 x 200 mm) s 15 ml
Sabouraudovy pidy (g)1: peptom 10, glukosas 40, melt. extr. Difco 26, agar 20, vodovedni voda,
pH 5,8 po ster. 25 min p#i 100 kPa). Vyrostld kultura se uchovdvéd v zaparsfinové zkumavce
v lednici p#i +4 % 2 1ze ji poufft i po 6 mEsicich k dal3{ peséﬁiﬂ

Priprava vegetstivaiho inokule
' Mycelium vyrostlé na 3ikmém sgaru se setie kliZkou nebo specidln& uprevenou 3krabkou
do 7 ml Sabouraudova média 8 suspensi se zaodkuje varnd benka (500 ml) s 80 ml tekuté Sa-

boursudovy pidy. Organismus se kultivuje 4 dny p¥i 24 % na rotadnim tfepacim stroji typu
Fansl (frekvence 3,7 Hz, v¥kyv 70 mm).

Promyti{ mycelia

Mycélium z benky se zbavi fermentadni tekutiny odsdtim ne porcelénovém filtru s filtradéni
vloZkou (Schleicher Schuell &. 5893) @ posléze se promyje 100 ml destilovené vody.
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Homogenizace mycelia
0dsdté mycelium se opatrné prenese do sterilni benky MSE-homogenizétoru, dopln{ desti-
"lovenou vodou v mnoistvi ekvivelentnim ods&té tekutin¥ a homogenizuje ¥ 5 s, aby do3lo

k rozruSeni shlukd mycelia. Touto suspenz{ se zsolkuje kultivedni médium v koncentraci 6 %
ne objem tekutiny.

Submersni{ fermentace

Kultivace probihd pri 24 °C v 500 ml bankdch & 80 ml média tohoto slofeni g/1:

menitol . 30
kyseline janterovd 30
propylenglykol 30
prim, fosforetnan draselny 1
MgSO4.7 H,0 0,3

vodovodn{ voda

Uprave pH = 5,2 aZ 5,3 smoniakem pred sterilizacf 35 min p¥i tlseku 100 kPas. Roztok
soli (mg/l) o sloZen{:

Cl(NOJ)Z. 4 HZO 30
ZnSO4.7 H20 5
CuSO4.5 H20 » 5
MnSO4.4 H,0 10
NONO3 : 100

byl pfidédvén po sterilizaci roztoku bakteridlnim filticm.

Prib¥h fermentace je sledovdn 16 anf, P*i ka?dém odb¥ru vzorkl Je kontrolovéna &istota
kultury v¥sevem ne 5 psralelnich Petriho misek se Ssboursudovou pldou, je’ je vhodnym pro-
stfedim pro rdst plisn{ a bakterif.

Celkové alkaloidy byly” stenoveny kolorimetricky Allport-Cockingovou metodou (Quart.
J. Pharmacol. 5, 34! /1932/) s d&leny papirovou chrometografif v sestupné upravé v systému
butenol-kyseline octové-destilovand vodea v pom&ru 4:1:5 (I, Heis & K. Mscek: Papirové
chromatogrefie, Nekladatelstvi TSAV Preha, str. 500 /1954/ ).

Maximélni vyt¥Zky celkovych eslkaloidd ziskenych kultivec{ kmene C. paspali FA v sub-
mersnich podminkdch popsenych zplsobem se pohybovaly v rozmezf 1 600 8% 2 000 mg/ml fermen~
tadn{ tekutiny. :

Derivéty kyseliny lysergové ziskené zplsobem podle vyndlezu lze hydrolyzovat na kyselinu
lysergovou (D, Groger @ V. E, Tyler Jr., Lloydie 26, 174 /1963 /) & lze z nf pfipravit the-
rapeuticky poui{vatelné prepardty. Lysergovd kyselina s jej{ derivédty nelezly Ziroké uplat-
néni ve farmakologii e léka¥ské therepii (A, Hofmen, Die Mutterkornalkslide, Stuttgert
/1964 /). <
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Zpisob viroby derivédtd kyseliny lysergové submersni fermentaci, vyznasfeny tim, Ze imen
vieckaté houby Cleviceps paspali FA CCMF-731 se kultivuje nes kultivalni pdd# o sloZent

Menitol

propylenglykol

kyselina jantarovd

primérnf fosforeinen draselny
Mgso4.7 H,0

MnSO4.4 H,0

NaNO3

ZnSO4.7 H,0

Cus0,.5 H,0,

pridem% zbytek tvor{ vodovodni voda

29 8% 31 g/1 fermentadn{ tekutiny
29 8% 31 g/1

29 af 3! g/l

0,9 a% 1,1 g/1

0,3 a% 0,32 g1

0,03 e% 0,035 g&/1

0,01 a% 0,015 g/1

0,1 e% 0,11 &/1 & stopové mnoZatvi

pFi teplotd 24 °C £ 1 °C o pH 5,2 a% 5,3 po dobu 14 a3 17 dnd, na¥ei konelny produkt, smiés

derivdtd kyseliny lysergové, se isolnje.

Severografia, n. p., MOST

Cena 2,40 Kés
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