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(54) Zpusob potiadeni tvorby extracelularnich glukana a konidii
v submersnich kulturdch houby Claviceps produkujicich alkaloidy

agroklavin a elymoklavin

Potlaten{ tvorby glukend a konidii se pro-
véd{ tak, %e do fermentalnfho media se pPidd
sodnd sil fenobarbitalu o koncentraci 0,4
aZ 0,5 g L~! pri pH 5 a% 6. Vyhodou jJe, Ze
se spi%i nékledy na vzdundni, michéni,
odpdnovéni a chlazeni media & zvy3i extraho-
vatelgost alkaloidu z filtrdtu ferementalni-
ho.media. ’
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Vyndlez se tykd zplsobu potladeni tvorby extraceluldrnich glukent a konidii v submers-
nich kulturdch houby Claviceps produkujicich alkaloidy sgroklavin e elymoklavin.

Dosud zndmé postupy pro produkei farmaceuticky vyznamngch alkaloidd egroklavinu (M. Abe
et al,, Jap. pat. 178 336) o strukturnim vzorei I

CH;
H,
~_NCH;
(1)
H
HN
a elymoklavinu (m. Abe et al,, US Pat 2 835 675) o strukturnim vzorci II
CHy0H
H
A _NCH, (I1)
H
HN

saprofytnimi kulturemi houby rodu Claviceps jsou zatiZeny nadm&rnou tvarbou extraceluldrnickh
glukend a intensivni konidiac{ submersnich kultur. Glukeny ve vy&#fch koncemtracich zvysuji
viskozitu fermentadniho media & negativnd ovliivnujf jeho rovnomdrné vzdudndni, michéni a
chlazeni. To mé za nédsledek nizké vytdZky alkaloidd z média a nesnadno schidnou isolaci alka-
loidd. Extrakei elkeloidd zt¥ZuJi teké konidie pF{tomné v médiu ve vy¥sim poltu,

Predm&tem vynédlezu Je zplisob potlaZeni tvorby extraceluldrnfch glukend a konidii v sube
mersnich kulturdch houby Claviceps produkujficich alkeloidy agroklavin a elymoklavin, jeho%
podstatou Jje, %Ze do fermen¥niho mediam se pi#idd sodnd sil fenoberbitalu o koncentraci 0,4 =%
0,5 g ! pii pH 5-6+

Tato sloulenina tvo¥f novou sloZku ferementadnich médif v d¥ive popseném postupu pro
v¥robu sgroklavinu s elyméklavinu (Z. Rehdek et al. A0 199 986), Ulohu barbiturdtu lze spat-
fovat v jeho inhibiénim vliivu na fosfodiesterdzu a ve astimulaci enzymu cytochrom P-450 (V.
Rylko, v tisku). Barbiturdt, nap¥. fenobarbital (sodnd sil kyseliny 5-ethyl-5 fenylbarbitu-
rové), lze do feremenZniho médie pridat pied dpravou pH, sterilizaci a zaodkovdnim média nebo
v prib&hu ferementace ve form& sterilnfho roztoku o upraveném pH. Inhibi&ni u&inek barbiturd-
tu na tvorbu glukeni a konidif stoupd se vzristajici koncentraci barbiturdtu {prikled 1),

PFi vyrobd egroklavinu a elymoklavinu poufivajici pro p¥ipravu vegetativnfho inokula
média s vysokym obsahem fosfore&nand je moZno zplisob potladeni tvorby glukand barbiturdtem
kombinovat se zpisobem piipravy vegetativniho inokula na médiu se sniZenym obsshem fosfétu
(prikled 2).

Déle Jsou uvedeny piiklady zplisobu podle vynélezu.

P¥r¥didklad 1

Subtmeran{ fermentace klavinovych alkeloidd kmenem Claviceps purpurea CP/7/5/35 (Z. Re-
hédek et al, AO: 246 T04) byly provedeny v Erlenmeyerovych benkéch (300 ml) zpisobem
podle Z, RehdZka et al. (A0 199 986), Jako novd slofky fermentadniho média bylo poufito sodné
801li fenobarbilitu v koncentraci 0,4 a% 0,5 g.L". '

SloZeni zékladnich fermentsinich médii Jje uvedeno v tab, 1,

Tabulka 1: SloZeni zdkladnich fermentadnich médif
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Zékladni ferementadni média 1, 2, 3

Slotky (g.L™') ! 2 3 : -
sacharosa 100 80 100
glukosa - 20 -
(NH4)2SO4 10 10 110
citronovd kyse. 15 15 -
Jjantarovd kas. - - ‘ 10
sodnd sil fenobarbitalu 0,40 0,5 0,5
CaCl, 1,2 1,2 1,1
KH,PO, 0,25 0,25 0,25
1igS80,. 78,0 0,25 0,25 0,25
2nS0,. TH,0 0,015 0,015 0,015
FeS0,. TH,0 0,02 0,02 0,02
dest. Hy0 0,02

pH 5,5 (upraveno NaOH)

Obsah celkovych aslkaloidi ve fermentadni tekutiné byl stanoven podle J. E. Robberse et
al, (J. Bacteriol. 112, 791, 1972), kvalitnd stanoveni sm&si klavinovych alkaloidi ve fere-
wentadni tekutin& bylo provedeno podle Wursta et al, (J. Chromat. 150, 477, 1978)., Extracelu-
lérni glukany byly stanoveny gravimetricky po vysréieni ¥tyFndsobnym mnoZstvim acetdtu.
Intensita tvorby konidif ve fermenta&nim médiu byle sledovéna mikroskopicky.

Jak vyplyvé z tabulky 3, fenobarbital p¥*idany do ferementadniho médis vyraznd sniZil
( v kon. 0,40 g.L") nebo dokonce vylou&il (v kon. 0,5 g.L") neZddouci tvorbu extracelulér-
nich glukand. P¥itom mirné stimuloval produkci klavinovych alkseloidd a vy¥znemn& se uplatnil
Jjako inhibitor kondiace kultury.

Tabulka 2: V1iv fenobarbitalu na tvorbu extraceluldrnich glukand a klavinovych alkaloidd
submersni kultury kmene Claviceps purpurea CP/7/5/35.

Ferementadni médium Glukeny (g.1™1)% Alkeloidy (mg.r™') 3%
8.,  Fenobarbital . célkové mgro- elymo-
{ g.L") klavin klavin
1 0 42,2 2110 1540 528
0,5 0 2364 1702 584
20 35,1 1965 1194 707
0,4 " 2458 1548 836
3 0 - 38,4 © 2476 1906 495
0,4 8,5 33N 1849 451
0,5 0 2440 1830 537

§ 7. den fermentace v dob& svého maxima
§§ 16. den fermentace

Prfklad 2

U kmene C. purpurea SL 096 (CCM F-733 bylo vegetativni inokulum p¥ipraveno na médiich
A a B (Tab., 3) dr{ve popsanym zplsobem (Rehddek et al. AO 199 986).




249461 4

Tabs 3: SloZeni inokulainich médif A a B

Slozky (g.L™') A B
sacharosa 150 150
corn-ateep (60%) 10 5
MgS0, . TH,0 0,3 0,3
nS04, THy0 0,2 0,2
kKH2PO4 0,25 0,25
Ca(N03)2 1 1
Jjentarové kys. 10 1u
dest. H,0

pH 5,2 (upraveno NaOH)

Vlastni{ ferementace probihala pii 2471 °C v laboratornim feremontu (3 L) s 1,5 L mdin
rozdiln& michaného a vzdulného.

Pri pouZiti inokulalni pidy A pro pfipravu sumbersniho inokula a n#ésleén? ferementalni
pidy 3 s fenobarbitalem (0,5 g.L'I) nichanéd 400 ot/min (poddtednich 6 dnd a 200 ot/min
(ndslednfch 7 dnd) s intenzitou vzdulndni 0,75 L/min byla tvorba extruceluldrnich glukand
vyloudena a vytéZek celkovych alkeleidd ¥inil 1155 mg.L", z toho agroklavinu 65C wg/L
a elymoklavinu 40C mg/L. P¥i pouZit{ inokuladni pidy B s ferementsniho média 3 bez fenobar-
bitalu byl obsah extracelulérnich glukani vysoky (50 g/L) a produkce alkalaidd nfzké (119
mg/L). PFi pouZitf inokuladni ptidy B a ferementadniho médis 3.s fenobarbitalem byla tvorba
extraceluldrnich glukent nizkd (2 g/L) a produkce slkaloidd 411 mg/L.

Pr{klad 3

Komen C. fusiformis WL (Rehé¥ek et sl. AD 248612) byl kultivovén zpisobem uvede-
nym v pfikladu 1, Jako ferementadni wédium bylo pouZitc médium 3 a to Jednak s fenobarbitalem
( 0,5 g/L) jednak bez fenobarbitalu.

V médiu s fenobarbitalem byle zji%t&na nizkd koncentrace extraceluldrnich glukani 48
(4 g/L 7. den) a piiznivy vyté%iek klavinovych alkaloidd, tj. 2993 mg/L s prevghou elymokle-
vinu (21, den). Pritom mfdium nep&nilo a kultura tvofila pouze »jedinél$ konidie. Neproti
tomu v kontrolnim médiu bez fenobarbitslu bylc zjistdno 30,4 g/L glukend a 2914 mg/L
klavinovych alkaloid s dominantnim elymcoklevinem. dédium bohaté pénilc a kultura v pozdni
fdzi intenzivn& sporulovala.

Vyhody poufitf kombinace medif inokulalniho médis s nizkfm obsshem fosfdtu a feremental-
niho média s barbiturdtem, pro submersni ferementaci =groklavinu a elymoklevinu saprofytnimi
kmeny houby Claviceps spodfivajfci a) v potlaleni aZ vyloudeni tvorby extracelulérnich glukend,
b) v redukei spolurace kultur, c¢) v piizniviém ovlivn&ni produkce alkaloidd, d) ve sniZeni
ndkladd na vzdudndni, michéni, odp&novéni a chlazeni média, o) v ekonomildtdjsf ertrakei
.alkaloidd organickymi rozpoust&dly.

PREOLDKET VYNALEZU

1. Zplsob potlaleni tvorby extraceluldrnfch glukan® a konidif v submersnich kulturéch
houby aviceps produkujficich alkaloidy agroklavin a elymoklavin vyznaleny tim, Ze do fere~
mentaniho media ae p¥rid4 sodnéd sdl fenobarbilitu o koncentraci 0,4 a% 0,5 g ! pri
pH 5 ai 60
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