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Vyndlez se tyxd zplsobu vyznateného v plfedmétu vyndlezu.

Festuklavin {(§,8-dimethylergolin) je zndmym pfedstupném pfi biosynthese farmakologili
veinnych némelovych alkaloidy a krom& jiného je) lze pouiit k pfipravé farmakologicky
d&innych Nl—alkyl-a,B-dimethylergolinﬂ (Es.pat. spis €. 189.485, citace v C.A. 96, 1982,
143138x). Podle dosud zndmych zpiisobd fermanuﬁniwcestog se v¥ak ziskdvd jenom ve smési
s jinymi ndmelovymi alkaloidy. Jeho vyroﬁa’a izolace jsou proto velice ndro&né.

Nyni bylo nalezeno, Ze kmen houby Claviceps paspali vylutuje do Zivného prostfedi
festuklavin ve vysokych vytdZcich a prakticky bez ostatnich ndmelovych alkaloidli. Tento
kmen Claviceps paspali byl izolovén z ndmele v.Argenting divoce rostoucf traviny druhu
.- -Paspalum. M4 inertnf{ oznadeni Schering, MBCE 12426 a je uloZen v némecké sbirce. mlkroorga-

: inxsmu -pod- Eislem DSM 2838.- Kmen vytvdti na- agarovych prostredich s. glukozou nebo:sacharo-
zZou Jako zdrOJich uhliku' a s asparaginem, Jantaranem amonnym neba komplexniml dusikatymi
zdroji Jako peptxnem, ploché, rychle rostouct kolonie, které sestdvajfl z hyf, konidii

a krdtkych, .ztlusté&lych a siln& vakuolizovanych bunék.

Hyfy maj{ prim#r od 4 do 5 um. Konidie jsou vej&ité a Siroké od 6 do 10 ym a dlouhé
od 6 do 20 um. Kolonie jsou Sedobilé, kompaktni a maji lidejnikovité zkadefeny povrch a ne-
pravidelné rozttepeny okraj. Prdimér kolonif &inf po 10 dnech kultivace 1 aZ 2 cm a po 35
dnech kultivace 4 3% 5 cm.

IZpGsob podle vyndlezu se provadi za takovych podminek, kterych se pouZzivd obvykle pfi
péstovdni kultur houby metabolickou synthesou. Tak se nejdfive v obvyklych predpokusech
z3j18tujl nejptizniveéjsi podminky fermentace, jako napfiklad vybér vhodného %ivného prostte-
di, technickych podminek, jako je teplota, vzdudnéni, hodnota pH 3 optimdlni doby klileni
a rozvoje mikroorganismi.

Jako zdroj uhliku lze pouZit pro fermenta&ni prostredi napiiklad glukozu nebo sacha-
rozu. Jako zdroj dusiku slou?{ pfedev3im asparagin, jantaran amonny nebo komplexn{ ldtky
jako pepton. Prosttedi obsahuje dédle nezbytné rdstové ldtky (napfiklad kvasni&ny extrakt)
a minerdini ldtiky {draselné, hotetnate, vépenaté, Zeleznaté a zinednaté kationty, jakoz
i sulfdtové, fosfdrové, dusiinanové a chloridové anionty) v obvykle poufivané koncentraci.

Fermengme mi%e probihat v jednom nebo ve dvou stupnich, ptfidem? meédium pouZivané
u pfedkultury mbze byt identické s médiem hlavni kultury nebo byt odli3né.

Na zafdtku fermentace se nastavuje s vyhodou hodnota pH prostied{ v rozmezi od 4 do 6.
Teplota kultivace sevpohybuje v rozmezi od asi 10 aZ do 35 uC, s vyhodou v rozmezi od 20
do 30 Yc. Podminky kultivace jsou pfisné aerobni. Optimdlni doba fermentace se urdéu)e po-
moci analyzy vytvoreného festuklavinu obvyklym zpUsobem.

Po skontené fermentaci se vznikly festuklavin izoluje o sob#& zndmym zplsobem, na-
pfiklad tak, Ze se fermenta&ni ndsady extrahujl s vodou se nemisicim organickym rozpous-
tédlem, jako ethylacetdtem, methyliscbutylketonem, dichlormethanem, chloroformem nebo
tetrachlorethanem, extraktiy se zkoncentruji a ziskany surovy produkt se &isti pomoci chro-
matografie a/nebo krystalizace.

Ndsledujici piiklady slouZi k vysvétleni zplsobu podle vyndlezu.

Pfiklad 1
hed

Claviceps paspali OSM 2838 se pé&stuje na Zivném prostfedi, které obsashuje ndsledujici
sloZky:

Sacharoza (100 g/l), asparagin (10 g/1), kvasniény extrakt (0,1 g/1), dihydrogen-
fosfat draselny (250 mg/l), heptahydrdt siranu hotfe&natého (250 mg/l), chlorid draselny
(120 mg/l), tetrabydrdt dusiénanu vépenatého (1 g/1), heptahydrdt siranu %eleznatého
(20 mg/1l), heptahydrdt siranu zine&natého (15 mg/l), agar (18 g/1l). Hodnota pH Zivného
prosttedi se nastavi na 5,1. Ndsadovd kultura udrzuje poc dobu 5 az 20 dn0 pfi teploté 30 ¢
v termostatu.
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Azt ] crn2 velky kousek mycelia byl rozmélnén pomoci mixeru za sterilnich podminek
v prostiadi 5 m] fyziologického roztoku a tim se ockuje 50 ml pfedkultury obsahujici sa-
charoze {100 g.l), pepton (20 g/l), dihydrogenfosfadt draselny (1 g/1), heptahydrdt siranu
hofec¢naidho (250 mg/l), kterd je umisténa v 500 ml Erlenmeyerové bance a kultivuje se
po dobu & dni na rotaéni tfepaéce pri teplote 24 OC a 220 otaékach za minutu.

5 ml takto ziskané prfedkultury se ptenese do 50 ml prostfedi obsahujiciho sacharozu
{100 g/i), asparagin (10 g/l1), kvasniény extrakt (0,1 g/l1), dihydrogenfosfédt draselny
{250 mg/1), heptahydrdt siranu hofe&natého (250 mg/l), chlorid draselny (120 mg/l), tetra-
hydrdt dusignanu védpenatého (1 g/l1), heptahydrdt siranu Zeleznatého (20 mg/l) a siran zi-
negnaty (15 mg/1), nastaveného na hodnotu pH 5,1, které je umisténo v 500 ml Erlenmeyero-
vé bafice a po dobu 7 dni se tfepe pfi teploté 24 °C na rota&ni tfepatce s 240 otdckami
za minutu.

Potom se Zivné prostfedi odfiltruje a van Urksovou reakci (Mikrochim. Acta 1959,
619 - 630) se fotometricky stanovi obsah festuklavinu. Koncentrace ve filtrdtu &ini
2,28 g/1.
Pfiklac 2

Z3 podminek prikladu 1, ale po zdméné Zivného prostiedi u pfedkultury a hlavni kultu-
rv se go deviti dnech kultivace ziskdvd v prostfedi hlavni kultury 2,07 g festuklavinu

v litro.
PREDMET VYNALEZU

Izisob vyroby festuklavinu, vyznafujici se tim, Ze se kultivuje mikroorganismus
Claviceos paspali 2838 a vytvoreny festuklavin se po skon&eni fermentace izoluje.
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