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(54 Zptsob viroby alkaloidd agroklavinu a elymoklavinu submersni fermentaci

[P Ao N 1

1
Vynélez se tyké zpisobu vfroby alkaloidd agroklavinu a elymoklavinu submersni fer-

mentac{ sa pou¥it{ vysokoprodukinich mutentd houby Claviceps purpurea CP7/5, CP7/63 2
CP7/274 ulotengoh v Seskoslovenské sbirce mikroorganismd University J.E. Purkyné v
Brnd pbd 8. CCM F=630, CCM F=631, CCM F-632,

Agroklavin ( M.Abe et al., Jap. Pat. 178 336 )

strukturnfho vearce I CHy

CHy,

(1)

199 986



199 986 2

a elymoklavin { M.Abe ot sl., US Pat. 2 835 675 )

strukturniho vzorce II
NOCH,

(13)

se vyskytujf pFedeviim ve eklerociu rignfch druhl houby Claviceps parasitujicich na
divokfch travéch.Délného Vyohodu a Afriky. Ve stopovich mno#stvich jsou oba alkaloidy
obsafeny teké v saprofytnich kulturdeh Claviceps purpures, C. paspsli, Aspergillus fu=
migatus a n¥kterfch kmeml fyko-, basidio= & deuteromycet, Elymoklavin byl isolovén i ze
semen urditfoh rostlim Seledi Convolvulacese ( A, Hofmann, Plante Med., g, 354 (1961).
Tento slkeloid je prekursorem derivétd kyseliny lysergové a pu'asitnioli i1 saprofytnich
kulturéch ergotovych hub ( S. Agurell a M, Johansson, Acta Chem, Seand. 18, 2285 ( 1964)3
HeGs Ploss et.al., Z. Naturforsch. 2lb, 128 (1966 )3 H.G.Floss, J.Org. Chem. 38, 2249
( 1973 ). Agroklavin inhibuje lektaci ( P.G, Mantle, Proc. Royal Soc. B 170, 423 (1968 )
a preventivn® pisobi na implantaci fertilisovaného vaji¥ke (P.Ge Mantle, J. Reprod., Per—
tility 18, 81 ( 1969 ). Oba uvedené slkaloidy sloui{ soudasn® jeko substréty pro parciél-
ni synthesu komerind vyznamnych derivétd kyseliny lysergové ( Tung=Chung Choong & HeRe
Shough,Tetrahedron Letters 19, 1627 ( 1977 )) a dal3fch farmekologicky v¥snsmnych létek
( M. Semonsky a N, Kucharoszyk, Coll, Cgech, Chem, Commun. 33, 577 ( 1968 )3 J. K¥epelka
et.al,,Coll.Cgech. Chem. Commun., 42,1412 ( 1977 )), ’ A
Pi{prava sgroklavinu eni elymoklavinu neni dosud uspokojivé vyFefena. Chemickd pi{-
prave tSchto alkaloidl je ekonomicky neschidné a fermentadn{ p¥iprave of 18 povrchévi
( M.Abe' a S.Yematodeni, Progr. Ind., Microbicle_ 5,205 ( 1964 ) mebo submersn{ ( L.Co Vi-
ning & P.M, Neir, Can. J. Microbiol. 12, 915 ( 1966 )3 A. Tonolo a B. Udvardy-Negy,
Acta Microbiol.Acad.Sci. Hung. 15, 29 ( 1968 ) Je satiZena nizkou vft3inosti a délkom
procesu, a neumofhuje tak vfrobu agroklavinu a elymoklavinu ani v rossshu obdobném vi=
rob¥ derivétd kyseliny lysergové ( R.A. Bassett et al., Biochem. J. 134, 1 ( 1973 )).
Uvedené nevfhody odstraﬁuj e zplsob podle vynélezu vyznsdeny tim, fe muteant houdy
Claviceps purpurea CP7/5 se inkubuje ne Zivnfoh medifch o pH 5,2 ad 5.5 v temnu p¥i
2491 %, p¥Sem se ziskaji epory kultury vyrostlé na sgarovém mediu, k teréd jsou pFe-
neseny do tekutého inokulainiho media obsehujfcfho sacharosu 10%, L~ssparagin 1%,
I~cystein 0,01%, Ca ( NO4 )p. 4Ha0 O,1 %, kvasniinj extrakt 0,01%, Kij PO, 0,02% & deli{
anorgenické sole ve stopovych mnostvich, a se kterych po 7 af 9 denn{ submersni kulti-
vaci vyristd inokulum, Jimi se zao¥kuje fermentedni medium obsshujici sscharosu 8 af
12%, meziprodukt eyklu trikarboxylovych ky;enn 0,04 a% 0,08 M, ( s vfhodou kyselinu
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citronovou,‘é-kotoglutarovou nebo fumarovou, nebo asparagin 0,04 a% 0,08 M, ddle Ca 2+ 5
a¥ 10mM, KH, PO4 0,025%, Mg80, «TH,0 0,025%, KC1 0,012% a dslSi anorganické sole ve stopo=-
vych mni#stvich nadei po 14 af 21 dennf submersni fermentaci se z fermentainiho media
isolujf konedéné produkty, Stejnym zpisobem se sgroklavin a elymoklavin vyrdb&ji za pouZie
t1{ deldich mutant CP7/63 a CP7/274.

Pro vysokou produkel alkaloidh je nutné pouZit fermentadni pldm, kterd obsahuje sa-
charosu v kombinaci s kyselinou citronovou 2- ketoglutarovou nebo fumarovou nebo asparagin
a lonty cn'2+b. Naproti tomu glukosa i fruktosa sniZuji vytéZek alkaloidd o 50 &% 70 % a
navic v piipadé mutant CP7/5 a CP7/63 podporuji neZédouci tvorbu extraceluldrnich glukani,
Na pﬁ@é se sorbitem nebo mannitem se vSechny mutanty vyznaluji chudym ristem a nizkou pro-
dukinf aktivitou., Fermentace alkaloidd na produkéhi pudé €S2 Je dvoufdzové. Pro prvni fézi
Je p¥{znalny parslelni mérdst elakloidd, biomesy a poéfh spor, Druhou fézi fermentace
charakterizuje nérist produkce alkaloidl, tém&# setrvaly stav objemu biomasy, podtu spor
a hladiny extraceluldrnich glukani. _

Déle je uveden p¥iklad zplsobu vyroby alkaloidd agroklavinu a elymoklavinu podle
vynélezu,

pRfx1ap _

P¥{iprave inokulg. Vychozi inokulum pro submersni fermentaci slkaloidi se p¥ipravi
smytim'spbr £ 30 denni kultury produkéniho mutanta vyrostlého na sgarové pidE T2 ( C.
Spalla, Genetics of Industrisl Microorganisms. Eds. Z.Vandk, Z. Hot¥4lek a J. Cudlin,.

" Elsevier, Ameterdsm 1973, p.393). Z{skané suspense spor se upravi na p¥ibliZnou koncentra-
ci 106 a% 107 apBr.ml.-l. Z této suspense se pienese 1,5 aZ 2 ml do 60ml tekuté Zivné
pidy T1 ( A.Stoll et al. Helv, Chim. Acta 37, 1815 ( 1954 )) v Erlenmeyerovych behkéch
(300ml ) e inkubuje ge 7 a¥ 9 dnd v temnu pFi 2441 °C na rotainim t¥epacim stroji

( 240 otemin, ~
menty vléken, spor.mi = chomdSky mladého myceli.., Indikétorem kv.litniho inokula je ri -

s excent 5,5 om ). V¥sledné submersni inokulum je tvoY¥eno krétkymi fr-g=

Yovéd pigment-ce,

Pada 72 ( g1 ) Pida-Tl g.1 "3,
Sachorosa 100 sgcharosa 100
I=asparagin 10 Lfasparagin 10

Ca (!03)2.4H20 1 : ‘ l-cystein.HC1 0,1
kvesni¥ny extrakt - 0,1 Ca(NO5),04H0 1,0
KH2PO4 - 0425 kvasnilny extrekt 0,1
MgS0,+THLO 0,25 KH R0, 0,25
KC1 0,12 MgS0, . TH,0 0,03 .
Feso4.7H20 0,02 ZnS0, . TH,0 0,02
Zn304.7320 0,015 » dest.,Hao

agar Difce 20

PH 5,5 po 15 min sterilizaci v autoklévu

dest. H,0
2 p¥t 105 %

pH 5,5 po 15 min sterilizaci v autokldvu
p¥1 105 ¢
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K dpravé pH pld T1 a T2 se pouZije 2,5M NaCH.

- Viestn{ fermentace alkaloldd. Submersni inokulum se v mnoZstvi 3 aZ 5 ml pFenese
do Erlenmeyerovych ban¥k (300 ml) s 60 ml ni¥e uvedeného fermentainiho media CS2 a inr
kubuje‘se 14 a% 21 dnd v temfu p¥i 2451 °C na rotadnim t¥epacim stroji ( 240 ot.min'l,

" excentr 5,5 cm).

Plda CS2

sacharosa 100 g
kyselina citronové 0,08M
( WH,),80, 10g

CeCl, 1,2

KH,P0, 0,25¢ .
MgS0, TH,0 0,25

KC1 0,12g

dest .H20 ad 1000ml

pH 5,5 po sterilizaci media v autokldvu 15 min pii 105°C & Gpravé pomoci 2,5M NaOH.

Exgtrekce sm¥si egroklavinu e elymoklavinu g fermentadni tekutiny. Fermentalni te-
kutina zbavené mycelia filtraci nebo centrifugeci se upravi amoniekem na pH 9. Pridd se

k ni dvojnésobné mno¥stvi diethyletheru, a po 30 min extrakci na magnetickém michadle
se 0dd¥1lfi etherovd vrstva. K odd¥lené fermentaini tekutin& se p¥idé stejny objem sm&si
chloroform=isopropanol (80320 ) & znovu se 30 min extrahuje. Po odd&leni chloroformové
vrstvy se extrekce opskuje. Ziskané extrakty se spoj{ a suS{ sirsnem amonnym, Po od-
strenén{ su¥idla se roztok p¥i t&plotd 30 °C a za snifeného tlaku odpa¥{ do sucha, G-
¥innost takto provedené extrakce dosshuje p¥ibli¥nd 99% z celkového mnoistvi alkaloidd
{ m3%eno fotometricky ). Obsshuje-1i fexmentadni tekutina nadmérné mno¥stvi glukenmi,
tyto se pFed extrekel slkaloidl odstrani vysré¥enim ethanolem { 1 dil fermmentaini teku=
tiny + 1 df1 ethanolu ). Po odstreninf{ glukani centriftigaci, se sm¥s za snf{¥eného tlaku
zahusti na plivodn{ objem ﬁ alkaloidy se extrshuj{ vyfe popsanim zpisobep. Vyit8Znost
celkovfch alkaloidd a percentudln{ zastoupeni agroklavinu a elymoklevinu v alkaloidové
sm8sl 14 denni submersni kultury jsou zndzornény v Tabulce 1,

TABULXA 1

Mutant celkové alkaloidy Agroklavin Blymoklavin
(g.agroklavinu ) !
-1 %
cPrT/5 _ 3,9 T 23
CP7/63 3,2 9. 6

CP7/274 1,8 70 ‘ 30
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B8leni agroklavinu a elymoklavinu, Surovy agroklavin a elymoklavin se 0ddSli sloupcovou
chromatografi{ na eilikagelu o velikosti Sdstio 100 a% 200 nm ( Serva ), Jako eludn{i
soustavy se pouZivd smsi chloroformemethanol-amoniak ( 80:20:6,02). Jednotlivé frekce

se analyzuji metodou chromatografie na tenké vratvéd v téfe soustavd, Frakce s jednotli-
vimi alkaloidy se spojf a za snifeného tlaku odpaif do sucha, Krystalizace agroklavinu se
provdd{ 2 etheru, krys$alizace elymoklavinu z methanolu,

Stanoveni agroklavinu a elymoklavinu. Kvantitativnf analysa jednotlivych vzorki se pro- '
v4d{ pomooil vysokoi¥inné kapalinové ochromatografie ( HPLC), Alakloidy se extrahujf vfse
popsanym postupem, Vzorky surovfoh alkaloidd se ponechaji v suchém stavu, T8sné pied mé-
Yenim se rozpusti{ v soustav® ether-ethanol (84:116), Takto upravené ¥zorky se pFimo dédv-
kujf{ do kolony kapalinového chromatografu ( Varian LC 8500), Detekce se provﬁdi p¥l
vlnovych délkdoch 225, 240 a 282 nm na UV detektoru, Staciondrni f4zi HPLC je modifikoveny
gilikagel ( Lichrosorb NH,, Merck) o velikosti Sdstic 10 um umfstiny v kolonél250 nm
dlouhé o vwnit¥nim primdru 2 mm, Mobiln{ fdzi tvo¥i soustava diethylether-ethanol (84:16).

Relativni retendni Zas agroklavinu odpovid4 hodnot® 1,00, v p¥ipadd elymoklavinu hodnotd
3,22, Uvedené hodnoty dokumentujf dokonalé rozddleni agroklavinu a elymoklavinu, Relative

ni koncentrace obou sloZek smdsi alkaloidd jsou vypoditdny metodou vnitin{ mormalizace na
zdkladd zﬁémjoh specifickych absorpénich koeficientl,

PREpDMET VYNALLEGZU

1.%Zpdsob vyroby alkaloidd agroklavinu a elymoklavinu submersni fermentaci,vyznaleny
tim,Ze se mutant houby Claviceps puppurea CCM F-630 a/nebo CCM F-631 a/nebo CCM F=632
inkubuje na Zivnych medifch o pH 5,2 aZ 5,5 v temnu pFi 2441 oc,pfiéomi se ziskaji spory
kultury vyrostlé na agarovém mediu,které jsou pFeneseny do tekutého inokuladniho media,
obsahujfoiho sacharosu 10%,l-asparagin 1 %,L-cystein, HCi 0,01 %,Ca(NO3)2.4H20 0,1 %,
kvasniéni extrakt 0,01 %,KH2P04 0,02 % a daldi anorganické sole ve stopovych mnoZatvich,
a ze kterjch po 7 aZ 9denni submersni kultivaci vyristd inokulum,jfim? se zaofkuje fermen-
tadni medium'obsahujiei sacharosu 8 aZ 10 %,meziprodukt oyklu trikarboxylovych kyselin
0,04 a% 0,08 M,s vyhodou kyselinu citronovou,2«ketoglutarovou nebo fumarovou,nebo aspara-
gln 0,04 a% 0,08 M,ddle Ca°* 5 a% 10mM,KH,P0, 0,025 %, MgS0,.TH,0 0,025 %,KC1 0,012 %
a daldi anorganické sole ve stopovych mnoZstvicli,nadeZ po 14 a% 2ldenni{ submersni fermenw

tacl se z fermentadniho media isoluji konedné produkty.
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