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Vyndlez sé tykd obord mikrobiologie, my-
kologie, biotechnologie a farmaceutického
primyslu.

G&elem vyndlezu je optimalizace surovino-
vé zdkladny pro vyrobu alfa-ergokryptinu
a jeho polosyntetickych derivdtt. Jako
surovinovd zékladna slouZi sklerocia né-
mele, obsahujici ndmelové alkaloidy.
Uvedeného Gdelu se dosdhne vyp@stovinim

a poufitim sklerocif nového primyslového
kmene mikroorganismu Claviceps purpurea
(Fr.) Tul. CCM 8059. Sklerocia jsou ziskd-
véna v mnoZstvi primérné 665 kg/ha a obsa-
hujf némelové alkaloidy v mnoZstvi 0,45

aZ 0,82 % suSiny. Ve sklerocifch je mini-
mdln& 95,6 % sumy alkaloidl tvo¥eno alfa-
~ergokryptinem.
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Vynélez se tyk4 nového primyslového kmene mikroorganismu Claviceps purpurea (Fr.)
Tul., vyznadujiciho se p¥i polnf kultivaci na Zit& vysokym obsahem alfa-ergokryptinu,
minimd1lnim zastoupenim ne?4ddoucich doprovodnych alkaloidd a velmi vysokymi hektarovymi
v¢nosy némelové drogy.

Alfa-ergokryptin je ndmelovy alkaloid s v§znamngmi 1é¢ivymi G&inky. V terapeutické
praxi je pou?ivén v&tZinou v determinované smési s jinymi nédmelovymi alkaloidy, pfipad-
né samostatnd. Alfa-ergokryptin je dile zdkladni substanci pro vfyrobu polosyntetickgch -
derivdtd, vyznadujicich se rozif¥enymi a novymi fyziologickymi d&inky.

Alfa-ergokryptin miZe byt ziskdvdn ze sklerocii houby kultivované paraziticky v pol-
ni kultu¥e na ¥itd &i jinych obilovindch nebo fermenta&nimi postupy. Pomoci té&chto po?
stupd, popsanych v odborné a patentové literatufe, je dosud ziskdvdna smé&s alkaloidd,
ve které je alfa-ergokryptin vice &i mén& zastoupen. Pro pIfpravu 1é&ebnych substanci
o pfesnd definovaném sloZeni a pro vyrobu polosyntetickych derividtd je nezbytné mit
k disposici vysoce &ist§ alfa-ergokryptin. Hlavnim nedostatkem popsanych zpisobli vyroby
alfa-ergokryptinu jsou nezbytné slozité izolalni operacé, p¥i nichZ odpadaji i ddle
neupot¥ebitelné toxické minoritni némelové alkaloidy.

Tyto nedostatky do urdité miry odstranil vyndlez (¢s. autorské osvé&d&enf &. 222150),
ktergm je novy primyslovy kmen CCM F-672, produkujici ndmelovou drogu é velmi &istym
alfa-ergokryptinem. Jeho nedostatkem je v3ak ve srovnédni s ndkterymi jinymi vySlechté&ng-
mi kmeny relativnd primérny obsah ndmelovych alkaloidi a zejména nizky hektarovy vynos,
zpisobujici vy%%{ ndklady na ziskdni drogy polni kultivaci. '

Uvedend nedostatky kmend ndmele pro polni a fermenta&ni produkeci alfa-ergokryptinu
odstrafiuje (do znadné miry) vyndlez, jimZ je novy primyslovy kmen mikroorganismu Clavi-
ceps purpurea (Fr.) Tul., uloZeny v &s. sbirce mikroorganismi University J. E. Purkyn&,
Brno, t¥. Obrénct miru 10, pod ozna&enim CCM 8059.

HlaVni v¢hodou nového kmene je p¥i kultivaci na %it& velmi vysoky hektarovy vynos
sklerocii, ktery p¥i recentn& u¥fvané agrotechnice pé&stovéni dosahuje minimd1ln& 572 kg/
/ha a prim&rnd 665 kg/ha a vysokd produkce sumy alkaloidd ve sklerociich, kterd dosahu-
je priméru 0,52 % (minimum 0,45 %) suSiny biomasy. Dal3{ vyhodou nového kmene je velmi
nizké tvorba doprovodnych alkaloidli, které tvo¥i nejvySe 4,4 % suny alkaloidd a vysoké
zastoupeni alfa-ergokryptinu, ktery tvo¥i miniméln& 95,6 % sumy alkaloidd. Vlastnosti
‘nového kmene umo¥fiujf ziskat p¥i polnfm p&stovdni drogu (sklerocia) s niZ8{imi ndklady,
ne¥ pti péstovani dosud u¥fivaného kmene CCM F-672, pfi soudasné tspo¥e orné pudy, po-
t¥ebné k produkci stejného mnofstvi drogy. P¥i vyuiit{ této drogy k vyrob& produktd na
bédzi alfa-ergokryptinu dojde k zefektivnén{ postupl extrakce a izolace zejména sniZenim
spot¥eby materidlu, energie a pracnosti.

Popis vlastnosti nového kmene Claviceps purpurea {(Fr.) Tul. CCM 8039:

P¥i saprofytnf kultivaci na sladinovém agarem ztuZeném médiu tvo¥{ houba kolonie
z typického sfaceliového vzdufného mycelia. Mycelium je pom&rn& bohat& v&tvené, bilé,
s postrannimi hyfami ukonenymi konidiogennimi buhkami. Konidie maji prim&rné rozméry
7,8 x 6 mikrometrt. Star$f{ kultury od 10. aZ 14. dne kultivace jsou velmi slab& béZovo-

fialové pigmentované.

P¥i parazitnf kultivaci na %it& tvo¥{ houba zpoldtku svétle bé%ovéd, pozd&iji tmavd,
gernofialové pigmentovani sklerocia o vdze v rozmez{ 0,018 aZ 0,110 g (prum&r 0,069 g).
Sklerocia obsahujf némelové alkaloidy v mnoZfstvi od 0,45 % do 0,82 % suSiny biomasy
p¥i priméru 0,52 %. Minim4ln& 95,6 % sumy alkaleidd je tvo¥eno alfa-ergokryptinem (pria-
mérnd tvori 97,1 % sumy). Zbytek, nejvyfe 4,4 % sumy, je tvofen doprovodnymi alkaloidy
ergometrinem, stopami kyseliny lysergové a ergokorninem. '

Novy produk&n{ kmen byl vySlechtén z plvodniho produk&nfho kmene CCM F-672. Sklero-
cium tohoto kmene, obsahujic{ 0,50 % sumy alkaloidd, bylo pfevedeno do saprofytnf{ kultu-
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ry a vytvorené konidie byly ozafovény UV zé¥enim o vyionu 15 g2 st po dobu 220 se-
kund, kdy preZivalo 0,76 % konidii. Po ozarovéni byla suspenze konidii monosporicky
rozizolovdna. Postup UV-mutageneze a monokonidiové izolace byl za stejnych podminek
opakovén p&tkrdt. Potom byly kultury z jednotlivych monokbnidiovfch izoldtld naolkovény
na ¥ito. Byl proveden screening podle intenzity infekce a obsahu alkaloidd v prumérném
vzorku. U kultur, vykazujicich oproti mate¥skému kmeni zvySeni vypodtenych hektarovych
v{nost a zvfSeni obsahu alkaloidld, byla analyzovéna jednotlivd sklerocia. 2 analyzova-
nych sklerocii bylo pro dalif Slecht&ni vybrdno sklerocium obsahujici 0,56 % sumy alka-
loidl. Sklerocium bylo pfevedeno do saprofytnf kultury a pfipravend suspenze konidii by-
la podrobena postupu UV- mutageneze a monokonidiové izolace popsané vy¥e opakovand t¥i-
kr4t. Takto ziskané kultury monokonidiovych izoldtl byly naolkovdny na Zito. Na zékladé
hodnocen! infekceschopnosti kultur a analytického stanoveni alkaloidd ve sklerociich
byl vybrén kmen oznafeny CCM 8059, ktery je pfedmétem vyndlezu a vyznaluje se vySe uve-
denymi vlastnostmi. Stabilita vlastnosti byla potvrzena opakovanou kultivaci na Zité ve
dvou vegeta&nich obdobich celkem na 6 rozdilnych lokalitéch.

Zpisob kultivace nového kmene pro ziskdni vychoz{i suroviny k izolaci alfa-ergokryp-
tinu je doloZen v pffklad® pouZitf, aniZ by se timto pfikladem jakkoli omezovaly vlast-
nosti nového kmene, zpiisob jeho kultivace a pouZit{ ve vyrobg.

p¥iklad pouZiti:

% pot¥ebného objemu saprofytni kultury kmene CCM 8059 se pfipravi vodnd suspenze
konidii. Suspenz{ konidii se pomoci o&kovaciho stroje naotkuji klasy Zita ve fdzi metd-

ni tak, %e na plochu 1 ha se pouZije 5.1011

%ivgch konidifi. Po 38 dennim riistu se pro-
vede predsb&r a po daldim 17 dennim riistu konedny sb&r narostlych sklerocif{ némele.

% jednoho hektaru Zita bylo ziskdno 665 kg suchych sklerocii ndmele, obsahujicich 0,56 %
sumy alkaloiddi, ze které bylo 96,9 % tvofeno alfa-ergokryptinem, 3,1 % bylo tvofeno er~
gometrinem, ergokorninem a kyselinou lysergovou. Ziskané droga byla vyextrahovédna, ex-
trakty byly z&&sti pou¥ity pro vyrobu &istého alfa-ergokryptinu do findlnich lékovych

forem, z&4sti pro polosyntetickou vyrobu 2-brom-alfa-ergokryptinu.
PATENTOVE NAROKY

Novy prumyslovy kmen mikroorganismu Claviceps purpurea (Fr.) Tul. CCM 8059 produkujici
alfa-ergokryptin.
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