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{54) - Novy primyslovy kmen mikroorgenismu Claviceps purpures (Fr.) TUL, CCM F-721

v * Vynélez se tyké nového primyslového kmene Claviceps purpuree (Fr,) TUL,, vyznatu-
jicf se p#i polnf kultiveci na ¥1t¥ tvorbou némele s vysokym obsahem 91fa-ergokryptinh
2 beta~ergokryptinu.

. Alfe~ergokryptin a beta~ergokryptin jsou.vyznamnymi 1é8ivymi substancemi a vychozi~-
mi létkami pro pfipravu polosyntetickych derivéatd s rozdifenym spektrem 1é&ivych d&inkd,
Strukturu alfe-ergokryptinu popsali poprvé Stoll e Hofmenn (Helv. Chim. Acta 26, 1570,
: 1943), strukturu beta-ergokryptinu popsal poprvé Schlientz se sp. (Experieﬁtia 23, 991,
1967). |
: i V souffesné dob¥ Jsou v teraspii poufivény 1lékové formy némelovych alkaloidd
8 pfesné definovenym pomérem slfe-ergokryptinu ku beta-ergokryptinu 2 : 1. Pro vyrobu
élfa 8 bete-ergokryptinu v primyslovém mé¥ftku jsou dosud vyuZivény kneny Claviceps
purpurea (Fr.) TUL. nesouci oznsden! PLO 2 (Strnedové K., Kybel J., Folia Microbiol.
i9, 272 - 280, 1974) a CCM F-508 (Strnedové K., Kybel Ji, sutorské osvidieni &. 176 803,
1976).'T&to kmeny produkuj{ p¥i kultivaci na %it¥°v nerostlych sklerociich predeviim
en¥s ergokorninﬁ g alfa a beta-ergokryptinem v pomdru pitibliZné& 1,2 : 1 a fadu"dopro-
vodnych alkeloidd v mensfm mno¥stvi (ergometrin, laktemové derivaty ergotoxinovych ‘
alkaloidﬁ, ergotamin). Pom#ér alfa-ergokryptinu ku beta~ergokryptinu je u t¥chto kmend
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4 :1a%t 7 : 21, Promérny hmotnostni obseh elkeloidd ve sklerocifch tdchto kmend Je
0,424 % sud¥iny, z toho ergokornin a ergokryptiny tvor{ 70 a% 80 % & doprovodné alkeloi-
dy 20 a% 30 % celkové sumy alkaloidﬁ.

V terapeutické prexi 3iroce poutivané 1ékové formy, obsshujfel ergokornin,
alfa a beta-ergokryptin e ergokristin obsshujt ptesnd definoveny pomér sloZek ergo-
kornin ku ergokryptinu ku ergokriestin 1l @ 1 :1 a pomdr slfa-ergokryptin ku beta~-
-ergokryptin 2 : 1, Ergokornin a ergokryptiny Jjsou ziskévény Zze sklerocif kmend
PLO 2 a CCM F-508, ergokristin je z{skévén ze sklerocif Jiného kmene némele oznaée-
~ ného MWY. Za soudasného staﬁu je pro vyrobu vySe zmin¥nych 1ékovych roremclipiypdicim
faktoren nizk§ obssh bets-ergokryptinu ve sklerocifch kmend PLO 2 a CCM F-ﬁop.vﬁfi
vyrobE t&chto 1ékovych forem nemohou bft ergokornin & alfe~ergokryptin plnér;yu!it}
a zistévajf jeko komerné nevyuZitelny odpad. Separefni & izole¥ni operace, které
oddéluji ze smdsi elkeloidd alfe-ergokryptin & ergokornin se enshou gachovet ptvodni
kventum beta—ergokryptinu Jsou ztrétové a'zneéné prodraiujl tuto &édst vjroby. Je
vyvinut zplsob fermentadni piipravy némelovych elkaeloidd 8 fizenyﬁ pom¥rem ergokorni- :
nu, elfa-ergokryptinu a pveta~ergokryptinu (Kybel J., Melinka Z., Herezim P., Stuchlfk J.,
Spé&il J., Svoboda E., autorské osvéd¥enf &. 202 613,‘1980), ktery Je vdek dosud
devizovd néro¥ny é vhodny ze jména pro operativni pokryt{ poptévky po nékterém
z uvedenycﬁ alkeloidd. ‘

Uvedené nedostatky vyse zmin¥ngych kmend némele e fermenta¥niho zpisobu vyroby
beta=-ergokryptinu odstranuje do zna¥né miry vynélez, Jim%¥ Je novy kmen mikroorgenismu
Claviceps purpurea (Fr.) TUL., uloZeny V Beskoslovenské sbirce mikroorganismi
University J.E. Purkyn&, Brno, D%, Obréncd miru 10 pod oznafenim CCM F=721. Uvedeny
kmen Je piedm¥tem tohoto vynélezu.

Hlavni vyhodou nového kmene je p¥i kultivaci ne %ité vysoké produkce sumy alka~=
101dd ve sklerocifch, které dosshuje promé&ru 0,56 % su#iny biomesy, sni¥end tvorbe
doprovodnych alkeloidd, které tvoil primérnd 8 % sumy alkaloida a vysoké tvorba
s4doucich slksloidd elfe e bete-ergokryptinu (primérnd 92 % sumy alkaloid&) e zejména
vysoké tvorba dosud nedostatkového bete-ergokryptinu, ktery Jje +tvoren ve smésl
s alfa-ergokryptinem v poméru proimérnd 1 : 1,15, Tento pom¥r alfa & beta-ergokryptinu .
'umoinuje zhodnotit 1 dosud nevyuiitelné zésoby prebyte&ného alfa-ergokryptinn a

ergokorninu.
Popis vlestnosti nového kmene:

Py saprofytickém risty na sladinové pidd ztufené agarem tvo¥i houba kolonie
z typického sfaceliového vzdusného mycelie. Mycelium mé hyfy bohatd vétvené a
postranni hyfy Jeou ukon&ené konidiogennimi bunkemi. Bohet® tvoiené konidie maJi
prim¥rné rozmdry 7 x 4 mikrometrue. Mycelium Je tém&F b6, stars{ kultury Jjsou
slabd rifovofialovd pigmentovenés PHL parazitickém ristu ne 2itd tvo¥{i houba etedné

.
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tmevéd, hn&dofielové pigmentovand sklerocis 0 véze v rozmez{ 0,09 a% 0,56 g.

Ve éklerociich, vznikajfcich p¥i parszitickém rdstu na Zit& Jsou bilosynteticky
tvofeny némelové elkeloidy v mnoZstvi 0,36 aZ O, 73 % suéiny biomesy p#i primérném
obsahu 0,56 %. 90 a% 95 % suny alkaloidﬁ Je tvofeno amé&s! slfa e beta~ergokryptinu

-pi#i poméru alfa-ergokryptinu ku beta-ergokryptinu 0,9 :128%1,8:13s primérem
1,15 : 1. Doprovodné alkaloidy jsou ergokornin, ergokryptamy, ergometrin a ergosin
tvoiici dohromady 5 e% 10 % sumy alkaloidd.

Novy prﬁnyslovy produkéni kmen Claviceps purpurea (Fr.) TUL. byl vy¥leeht&n
z Pivodniho produkénfho kmene PLO 2, Sklerocium tohoto kmene bylo p¥evedeno do
saprofytické kultury, byla provedene monokonidiova izolaee, od Jjednotlivych monokoni-
diovych izoldtd piipravene suspense konidif, které byla ozafovéna UV z&renfim o v¥konu
15J . m 2. P po dobu 240 sekund. Zivé konidie byly opé&tnd monosporicky izolovény
a suspense konidif op&tn& ozafovéna UV z&fenim o stejném vykonu po uvedenou dobu,
Cely postup ozafovéni kombinovany monokomidiovou izolact byl opskovén 5.krst, Po
ukonéeném ozafovéni bylo ziskémo 1 117 nonokonidiovych 1z014td, které byly jednotlivs
testovény ha tvorbu skleroeif na ¥it¥. Zfskang sklerocia byla zanalyzovéna pro
zjiéténi tvorby nédmelovyech alkaloidd. Z vybranych sklerocii u niché se projevila
prikezné zvyZend tvorba suny alkeloidd, zvySend tvorba beta-ergokryptinu provézens
sni¥enou tvorbou ergokorninu nebo alfa-ergokryptinu byly piipraveny saprofytické
kultury, déle monokonidiové izolédty a ty opst ozefovény UV zé4renim. Postup ozatovéns
kombinovany 8 monokonidiovou izolaci byl opekovén 3 kré4t. Po ukondeném ozafovdnil
bylo ziskédno 453 monokonidiovych 1zol4td, které byly jednotlive testovédny na rist
na 2it&, Ze ziskenych sklerocif byl vybrén kmen, ktery se vyznaluje sni¥enim tvorby
‘ergokorninu a doprovodnych alkaloidﬁ na minimum, zvy3enou tvorbou beta-ergokryptinu,
zvysenou tvorbou celkové sumy alksloidd ve sklerociich a uspoko jivymi vynosy pii
produkénim p&stovéni na %it¥, Geneticks stabilita uvedenych vliastnosti byla potvrzens
opakovanym péstovénim na Zité ve dvou vegetainich obdobich. Tento kmen je predmstem

vynélezu. -
Zplsob kultivace nového kmene pro ziskénf vychozt suroviny k izolaci nédmelovych
elkaloidd je ddle doloZen v pi{klads pouZiti aniz by se Jjim zpﬁeob kultivace, pouZitf

a vlestnosti nového kmene Jakkoli omezovaly.
P¥{klad pouzitf:

Ze seprofytickych kultur kmene na ztuZené sladinové Zivné pﬁdé se pﬁipravi
suspense konidif, kterou se naodkuje 6 a% 8 kg predem vysterilizovanych vlhkych
obilek s p¥fdavkem tercidrnfiho citronanu amonného, které jsou umfstény ve' vhodngch
-lehvich nebo obslech opatfenych zétkou z buni¥ité vaty. Naodkované %itné obilky se
inkubuj{ 18 e¥ 28 dnf pi#i teplot& 22 a% 28 °C. B¥hem této doby prorostou Zitné
obilky sfaceliovym myceliem, které vytvd¥{ znadné mnoistv{ konidii. Tekto pFipravens:
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otkovac{ létke se uchovédvé pil teplotd 2 a% 10 °C. Konidie z této odkovaect létky se
bezprostiednd pred infekei ¥ita suspenduji ve vod&. Prisludné nafed&nou suspensi koni-'
dif se pomoci ofkovaciho stiroje naoékuj;-klgsy %ita ;e fézi meténf na plofe 1 ha. Po :
35 a¥% 60 dennim rlstu na ¥its se provede postupny opskovany sbér narostljch sklerocii}
némele. Z 1 ha %¥ita bylo ziskdno 207 kg suchych sklerocii nédmele, obsshujicich '
v primdru 0,56 % sumy elkeloidl, Ze které bylo 92 % tvoreno smdsi slfa a beta-ergo-
kryptinu s pomérem alfe-ergokryptin ku beta-ergokryptin 1,15 : 1.

Z21skené droge byle vyextrshovand, slfa-ergokryptin a bets-ergokryptin byly
vylizolovény a pouZity pro vyrobu ergotoxinu.

PREDMETD VINALEZU

Novy primyslovy kmen mikroorgenismu Cleviceps purpurea (Fr.) TUL., CCM F-T21,
vytvébeJici v polnf kultuFe na ¥ité€ sklerccia s obsahem sumy selkeloidd ne jméné
0,36 % vztaZeno na su¥inu biomesy, s obsahem slfa & beta-ergokryptinu minimélnd
90 % éum,y elkaloidd a se vzdjemnym pomérem alfa-ergokryptinu ku beta-~ergokryptinu
0,9 ¢+1a%1,8:1., |

Vytiskly Moravské tiskaiské zavody, | Cena: 240 K&s
provoz 12, Leninova 21, Olomouc
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