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Zplisob fermenta&ni vyroby ndmelovych
alkaloidd s modifikaci bun&¥nych lipiday

(57) Re%f se fermentain{ vyroba némelovych
alkaloidd p#i vyuZit{ modifikace bun&&nych
lipidd, vedouci ke zvy3en{ biosyntézy ndme-
lovych alkaloidd a zméndm Jejich spektra.
Hlavnim d&elem je podstatné zvy3eni produk-
ce ndmelovych alkaloidd cca o 10 a% 30 %

s pozitivnim vlivem na efektivitu fermenta&-
ni vyroby & ndsledn& i na extrak&nif, iso-
laéni a pripadné semisyntetické postupy,
uZivané k vyrobé findlnich léZebnych sub-
stanci. Uvedeného y&inku se dosdhne pF{dav-
kem mono- a dichlorfenoxyelkanovych kyselin
a/nebo jejich derivédtd, zpisobujfcich mo-
difikace buné&énych lipidd, v mnoZstvi 5 aZ
300 mg /1 v produk&ni fdézi fermentainiho
postupu. U&inng¢ ldtky mohou byt pFiddny na
potdtku nebo v' pribshu kultivace a mi%e byt
poufitn jedna specifickd ldtka nebo kombi-
nace vice ldtek. ReZeni md%e byt vyuZito ve
fermentalnim a farmaceutickém primyslu.
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Vyndlez se tykd zpisobu fermentadni vyroby ndmelovych alkaloidd s modifikac{ bu-
ndASnyeh Tiptadd o peadnkdn el ke T i Hlavivepa, udivanyeh b vy irubd kluviduvyush
vlkololdd, kyseliny lysergovd a punspulovd, Jednoduchych derivdtd kyseliny lysergové o
peptidickych alkaloidd, kdy modifikace buné&Znych lipidd vede ke zvy¥eni jejich produk&ni
schopnosti.

Dosud je popsédna celd rads postupld fermentaZni pfipravy ndmelovych alkaloidd /H.
Kobel a J.J. Sanglier, Ing: Biotechnology, Vol. 4, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim,
1986, p. 569, &s. autorské osv&d&eni ¥. 199986, 202 613 a 224 532. Tyto postupy vyuii-
vaji vlastnosti produkénich kwend, denych moZnosti vyjédfeni genetické informace pro
biosyntézu ndmelovych alkaloidd za konkrétnich kultivaZnich podminek, poptipndd Lyto
kultiva&n{ poduwinky pro biosyntézu zvyhodnuj{, nap¥fklad prekurzoraci nebo indukci en-
zymi. Z toho vyplyvd, Ze zvyBovan{ produkce vy#e uvedenou optlimnllizucl kultivonénfch
podminek Je owezené. Dal3{ zvySovédni produkce Je potom zdvislé na Blechténi novych pro-
duké&nich kmenld, které je u producentd ndmelovych alkaloidd dosud stdle zaloZeno na ne-
specifické mutagenezi, rezultujici v nefizené mutace. Vzhledem k ndhodnosti pozitivniho
muta®niho zdsahu a jeho nizké frekvenci Jje tento zplsob dal3fho zvyBovdni produkce vel-
wi ndrodny z Casového i materidlového hlediska.

Uvedené nevyhody zpisobd zvySovdni produkce odstranujé zpisob fermenta&ni vyroby
ndmelovych alkaloidd s modifikaci bun&Znych 1lipidd, jehoZ podstatou Je, Ze v produkéni
a/nebo inokuladni fdzl fermentalniho procesu se na produkni kmen houby Claviceps pu-
sobf mono- a/nebo dichlorfenoxyalksnovymi kyselinami o/nebo Jejich derivdty obecného

vzorce I.
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CH3
kde R, Je /-Cﬂz-/ nebo /h?H-/ nebo /—?—/ nebo /—CHz-CHz—/
CH3 CH3

nebo /-/CH2/3-/

R, Je -H nebo ~02H5 nebo -NH2
R3 Jje -Cl nebo -H za piedpokladu Ze R4 Je C1 a

R4 Je =-C1 nebo -H za predpokladu, Ze R3 je €1, bud samost#tnﬂmi, nebo ve smési a to
v koncentraci 5 a% 300 mg/L Zivného média.

Uinnéd ldtka je do Zivného média pridédne na poldtku a/nebo v pribdhu produkénf
a/nebo inokula®ni féze fermentadniho postupu.

V produk&ni fédzi fermenta®niho procesu se na produkdni organismus pisobi létkami,
zpﬁssbujicimi vzrist podilu mono a dinenasycenych mastnych kyselin a/nebo snifujfcimi
celkovy obsah fosfolipidd a/nebo sniZuJicfmi pod{l fosfatidylethanoleminu a/nebo sniu-
Jjicimi obsah membrdnové funkinich quasiplandrnich demethylsterold /D. Berg et. al.,
Mykosen 29, 221, 1986/ a/nebo sniZfujicimi viskozitu cytoplasmatické membrédny. Modifika-
ce bun&&nych 1lipidd je dosehovdno pridavkem W&inné ldtky v koncentraci 5 2% 300 mg/1l
Zivného média v produkini fdzi fermentalnfho postupu a U&innd ldtka je priddne na za-
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tdtku a/nebo v pribdhu kultivace produkini féze. Modifikace bund¥nych 1ipidd Jje dosa-
hovéno pfidavkem jedné nebo vice druhd dZinnych ldtek v libovolnych pomérech p¥i celko-
vé koncentraci viech d¥inngch ldtek 5 aX 300 mg/l.

Cytochemické studie /Vor{¥ek et al., In: Ndmelové alkaloidy a Jjejich derivdty,
Academia, Praha, 1983, p.75/ lokalizovaly tvorbu nédoelovych alkaloidd houbswmi rodu
Claviceps do membrén endoplasmatického retikula, membrén homolognich vakuol a lipopro-
teinové nédplné& vakuol. Napiiklad peptidické alkaloidy /ergopeptidy/ Jjsou deponovény v
kapénkdch 1ipidd /Neumann et. sl., Biochem. Physiol. Pflanzen 174,. 504, 1979/. V&t3ins
enzymd syntézy nédmelovych alkaloidd u hub Claviceps, krom# tryptofan-dimethylallyltrans-
ferasy /Heinstein et. al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 44, 1244, 1971/ a DMAT-N-me-
thyltransferasy /Otsuka et. al., Planta medica 40, 109, 1980/ je lokalizovéna na membré-
ndch prevdind v endoplasmatickém retikulu..Jejich aktivita je vEt3inou spojena s wmikro-
somdlni frakci bun&k. Aktivita t&chto enzyml je ovlivn¥na konformalnimi interakcemi a
kvalitou membrdn, respektive Jejich 1ipid15kou skladbou. Podle teoretickych pfedpokladd
Je tedy mo¥no manipulaci metabolismu lipidd, respektive ovliivndnim slofeni bun#inych
menbrédn Zddouc{m smérem, regulovat blosynt%zu nédmelovych alkeloidd ve smyslu zvySeni je-
Jich produkce, popfipad& zm¥ny slofeni sm¥si produkovanych alkaloidi.

Dochédz{ ke zvySeni produkce ndmelovych alkaeloidd, ke zm3n& slofeni produkovanych
alkaloidld, ke stabilizaci jejich produkce a modifikaci ve sloZeni bun&Znych lipidd. K
tomu je moZno podle vyndlezu poulit napfiklad 4-chlorfenoxy kyseliny, 2,4-dichlorfenoxy
kyseliny a Jejich derivdty, napfiklad kyselinu DL-2-/4-chlorfenoxy/propionovou nebo
2,4~dichlorfenoxyoctovou., Tyto ldtky Jsou zndmé sviwl suxinovymi dZinky na rostliny.
Nap¥{klad kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovd se poufivd Jako herbicid a ddle n¥které z
téchto ldtek maji hypolipemické d¥inky na vys85f ¥ivofichy, napffklad ethyl ester kyse-
liny 2-/4-chlorfenoxy/2-methyl propionové (Klofibrat). O pisoben{ téchto ldtek na mikro-
organismy Jje zndwo relativn& mdlo - p-chlorfenoxypropiondét /0,1 - 2 wg/L/ zvyduje vytdi-
ky kyseliny glutamové o 30 % v kulturdch Lactobacillud erabinosus a Leuconostoc mesente-
roides a miZe substituovat biotin vyZedovany kultursmi k ristu /Kinoshita K. a spol.:
Nippon Nogei Kagahu Keishi 36, 760-763, 1962/. p-Chlorfenoxyacetdt /0,2 oM/ zvyduje
produkci chlortetracyklinu u nizkoproduk¥nfiho kmene. Streptomyces aureofaciens z 38 na
150 wg/L /Ven&k Z.: Folia Biol. 4, 100-106 (1958)/. Kyseliny se piiddvajf ve formé& roz-
tokd soli s vyhodou sodnych, které se sterilizujf{ filtraci. PFi tepelné sterilizaci se
uZinek ldétek pon&kud sniZuje, pravddpodobn# hydrolyzou atomd chloru na aromatickém sys-
tému, Tuto nevyhodu lze odstranit gvySenim koncentrace ldtky nebo pouZitim dichlorderi-
vdtu, s vyhodou nap®. 2-(2,4-dichlorfenoxy)propiondtu. Sterilizaci je moZno provést te-
ké rozpustZnim chlorfenoxy kyselin v 2 N NaOH, ktery je asutosterilni. Potom se roztok z
za sterilnich podminek neutralizuje konc. HC1l na cca pH 8 a popiipadé ziedi sterilnf
vodou. Tak je moZno se vyhnout negativné pidsobici sterilizsci teplem a ndrolné sterili-
zaci filtrec{. P¥i kultivaci v a/nebo na médiich s obsahem ldtek modifikujicich sloZeni
bunéénych 1ipidd dochdzi ke vzristu podilﬁ mono- a dinenasycenych kyselin, piedeviim
kyseliny olejové a linolové, klesd obsah kyseliny palmitové. Ndslednd stoupne index ne-
nasycenosti mastnych kyselin. Celkovj obsah fosfolipidd (stanoveno metodou TLC-FID) se
snifuje asi na 50 % kontroly, co? souvisi s celkovym poklesem obsahu lipidd v myceliu.
Siln& klesd zastoupenf fosfatidylethanolaminu a podstatn& se zvySuje index fosfatidyl-
cholin fosfatidylethanolamin.

* Zmé&na lipidického sloZeni buné&énych wembrén pFi fermentaci ndmelovych alkaloidd se
ndsledn& projevi i na produkci nédmelovych mlkaloidd, a to jek na celkovém obsahu sumy
alkaloidd Jjejfm zvySenim, tak i ne zastoupeni jednotlivych alkaloidd (spektru) v celko-
vé sumé, Optimdlni koncentrace lipidy modifikujicich ldtek, které maximdln& zvy3uj{ pro-
dukci sumy alkaloidl jsou kmenové specifické a je tieba tuto koncentreci stanovit pro
deny poufity produk&ni kmen a konkrétni kultive¥ni podminky.
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Hlevni vyhodou zpisobu podle vyndlezu je efektivni moZnost podstatn¥ zvy3it (a% o
100 %) produkci némelovych alkaloidd u pouiivanych fermentaZnich techndlogii , kde
jsou vy&erpény moZnosti dal3iho zvy3ovéni produkce dosud znémymi zpidsoby. Dal3i vyho-
dou je mo¥nost poufiti stdvajicich vy3lecht¥nych produkinich kmend p#i eliminaci nutnos-
11 velmi ndro¥ného daldfho #lechtini bez Jistoty dosasZeni podobn& zvysené produkce.
Dal¥{ vyhodou je moZnost dosdhnout podstatného zvySeni produkce nédmelovych alkaloidd
bez jakychkoli dprav technického vyrobniho zaf{zeni. Daldf vyhodou zplsobu podle vynd-
lezu je moZnost podstatného zkrdceni kultiva¥niho procesu na dobu optimdlni z hlediske
ekonomiky vy¥roby némelovych alkaloidd. Dalsdf{ vyhodou, vyplyvajici ze zvy}Seného mnoZstvi
nédmelovyich alkeloidd v kone¥ném produktu fermentace, Je intenzifikace extrakZnich a
isola¥nich procesd, kterd se projevi dal¥im sniZenim ndkladi na vy¥robu kone¥ného pro-
duktu., Dald{ vfhodou je moZnost vyuiit{ zm¥n spektra alkaloidd k ziskéni potFebného
mno%stvi t&ch slkaloidd, které Jsou stdvajicimi produkZnimi kmeny produkovény pouze v
minoritnim mnoZstv{, popfipad¥® vyuZit{ t¥chto zmén k optimalizaci spekira alkaloidd z
hlediska findlniho produktu (produktd). Daldf vyhodou je stabilizujfeci vliv p¥{davku
ldtek modifikujicich bun&¥né lipidy na vyté&Zfnost fermentace s nestandardnim prdb&hem
(naptiklad nizkd %ivotaschopnost nebo suboptimélni mnoZstvi inokula a podobné&).

Zpisob fermentalni vyroby ndmelovych alkaloidd s modifikeci bun&&nych lipidd je
doloZen ndsledujicimi pi¥{klady provedeni, ani% by Jimi byl pfedm¥t vyndlezu jakkoli
omezen.

Pfiklad 1

ProdukZn{ kmen Claviceps purpurea 59 (&s. autorské osvéd¥eni &. 252 603) se neo&-
kuje do inokula®nfho média obsahujfciho v ! litru 100 g sacharosy, 10 g asparaginu,
0,1 g L-cysteinu, 0,1 g kvasni¥ného extraktu, 0,25 g KﬂzPO‘, 0,03 g 35804.7H20, 0,02 g
ZnsS0,.TH,0, 1 g Ca(NO3J2.4H20, rozpustinych ve vods&, o pH 5,5, ?otplnéného po 60 ml ve
300 mwl Erlenmayerovyich bankdch. KeZdd banka se noolkuje mno¥stvim 5x107 konidif uvede-
ného kmene. Banky se inkubujf 10 dnd pfi 26 °C na rota¥ni t¥epolce (4 ot./s., excetr
55 mm). Roztok 2=-(2,4-dichlorfenoxy)propiondtu sodného se pfipravi rozpulté&fi{m volné
kyseliny v ekvivelentnfm mno%stvi 2N NeOH a dpravou pH roztoku pomoc{ HC1l na hodnotu
8,0. Tento roztok se vysterilizuje filtrac{ ples sterilnf sintrov§ filtr S5 a pfidd se
v mno%stv{ 20 mg &inné 1l4tky na 1 1litr k produkinimu médiu, obsshujfcimi v 1. 1litru
100 g sacharosy, 16,8 g kyseliny citronové, 10 g (uul)zso‘, 0,25 g K32P04. 0,25 g ugso‘.
+TH,0, 0,15 g ZnSO4.7H20. 0,02 g FeSO4.7H20, 0,12 gkC1, 1,2 g 05012 o pH 5,5. Takto
pfipravené médium, rozpln&né po 60 ml ve 300 ml Erlenmayerovych benkéch se zaolkuje
B % obj. submersnich inokula a kultivuje se za shodnych podminek Jjako inokulum po dobu
21 dnd. V produknim médiu bez pFfdavku 2-(2,4-dichlorfenoxy)propiondtu sodného probihd
paraleln{ kultivace Jako kontrola. BZhem kultivece se m¥ni sloZeni bun&Znych lipidd
(stanoven{ podle V. Ki¥en et al., FEMS Microbiol. Lett. 3O, 359, 1985) a dochdz{ k pod-
statnému zvySeni produkce klavinovych alkeloidd a zméndm Jejich spektra oproti kontrole.
V¥sledky Jsou uvedeny v tabulce 1.

Pirikled 2

Produk¥ni kmen Claviceps purpurea 59 se kultivuje postupem podle pi#fkladu 1 s tim
rozdilem, Ze do média se pFfidd DL 2-(4-chlorfenoxy)propiondt sodny v koncentraci
100 mg/l. Vysledné zmEny ve sloZeni bun&inych lipidd a v produkci alkaloidd jsou uve-
deny v tab. 2.

Pri{kled 3

Produk&ni kmen Claviceps purpures EX 10 byl kultivovédn ze podminek shodnych s pii-
kladem ! s tou vyjimkou, Ze k produkénimu médiu je 2-(2,4-dichlorfenoxy)propiondt sodny
pFfidédn do findlni koncentrace 25 mg/l. Oproti kontrole do3lo po 16 denni kultivaci ke
zviSeni obsahu sumy alkaloidd ze 2 240 na 3 218 mg/l, po 20 denni kultivaci ke zvyZen{
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ze 3 218 na 3900 mg/l 8 ke zmdn¥ pomdru ogroklavinu ku elymoklavinu z 19:8! na 30 : 68.
P¥{kled 4

Produkini kmen Claviceps purpureas EK 10 byl kultivovdn zea podminek shodnych s pii-
kladem | s tou vyjimkou, %¥e k produk&nimu médiu byl 2-(2,4-dichlorfenoxy)propionét
sodny piiddn do findln{ koncentrace 100 mg/l. Oproti kontrole dollo po 16 denn{ kulti-
vacl ke zv)deni obsahu sumy alkaloidd z 2 240 na 2 902 mg/l, po 20 denni kultivaci ke

zvySeni ze } 218 na 3 401 mg/l bez zminy % zastoupeni elymoklavinu.
Priklad 5

Inokulum produkZniho kmene Claviceps fusiformis W | se pfipravi postupem podle
pfikladu 1., V produkin{i fdzi se jako kontrola pouZije produkéni médium, pfipravené po-
dle pPikladu 1, bez piFfdavku d¥inné 1ldtky, zeinokulovand 8 % obj. inokula. Dali{ varien-
ty pledstavuje produkéni médium podle p¥ikladu | s pF{davkem 2-(2,4-dichlorfenoxy)pro-
piondtu sodného v mno¥stvi 0,20,50,100,150,200 a 300 mg/l, zainokulovené 3,2 % obj.
inokula, jako simulace nestanderdniho pribZhu kultivace s oslabenym inokulem. Vyslednd
produkce alkaloidd po 19 denni kultivaci je uvedena v tabulce 3.

PFiklad 6

ProdukZni kmen C. purpurea 59 se kultivuje za podwinek shodnych s pfikladem 1.
V produkini fézi se jako kontrola pouZije produk¥ni médium bez pPffdavku d&innych ldtek,
modifikujic{ch bun&¥né lipidy. Dald{ varienty pifedstavuje produk¥n{ médium s pridavkem
sodné soli 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny v koncentraci 10, 25 a 50 mg/l a s pridavkem
sodné soli 2-(2,4-dichlorfenoxy)propionové kyseliny v koncentraci 10, 25 a 50 mg/l.
V¥slednd produkce alkaloidd po 5, 11 a 20 denn{ kultivaci je uvedena v tabulce 4.

PF{klad 7

ProdukZni kmen Claviceps paspali FA &s. outorské osvddieni ¥. 224 532 se kultivuje
na povrchu ztuleného %Zivného médie, obsahujfciho v | litru 10 g peptonu, 40 g glukosy,
26 g sledového extraktu, 20 g agaru, rozpuitinjch ve vod¥, po dobu 28 dnd pFi 24 °C.
Narostlé mycelium se setle do 90 ml sterilniho média shodného slofenf s vyjimkou agaru,
ve verné bance 500 ml, a kultivuje se 4 dny p¥i 24 °C ne rotalni tiepalce /3,7 ot/s,
excentr 70 mm/. Mycelium z benky se za sterilnich podwinek zbav{i fermentaZni tekutiny
odsdtim na porceldnovém filtru s filtraZn{ vlofkou Schleicher Schuell &. 5393 a proamyje
se 100 ml destilovené vody. Mycelium se suspenduje v 80 ml destilovanéd vody a homogeni-
zuje se pPistrojem Ultra-Turrax po dobu 5 s. 6 % obj. této suspenze se nao¥kuje produk¥ni
n{ médium, obsahujfe{ v 1 litru 30 g manitolu, 30 g kyseliny jantarové, 30 g propylen-
glykolu, 1 g K,HPO,, 0,5 g MgS0,.TH,0, 0,03 g Ca/NO,/,.4H,0, 0,01 g MnSO,.4H,0, & 0,!

4 NaNOB, o hodnot& pH 5,2. Postupem dle pFifkladu | se piipravi roztok sodné soli
2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a ptidd se k produkénimu médiu do kone¥né koncentrace
45 mg/1. Produkini médium je rozpln¥no po 80 ml v 500 ml vernych bankdch. Kultivace
produk&n{ féze probihd pfi 23 °C na rota¥ni tfepalce /4 ot./s , excentr 55 mm/ po dobu
16 dnd. V produkinim wmédiu bez pifdavku 2,4-dichlorfenoxyoctanu sodného probshla.para-
leln{ kultivace jako kontrola. Oproti kontrole do¥lo ke zvy¥eni obsahu isomerd hydro-
xyethylamidu kyseliny lysergové z ! 008 na 1 300 mg.l".

Pf{iklad 8

Produkini kmen Claviceps purpurea CCM F-725 /¥s. autorské osvddienf &. 202 613,
&s.* autorské osvéd¥eni ¥. 22 2391/ se kultivuje na povrchu ztufeného %Zivného média o
sloZeni podle p¥fkladu 1. Nerostld konidie se v mno%stvi 2.10B prenesou do 80 ml inoku-
la¥nfho média ve 300 ml Erlenmayerov® bance. Inokula¥ni médium obsahuje v | 1itru 50 g
sacharozy, 20 g kukufi¥ného extraktu a 1 g KH2P04. rozpulténfch ve vod&, hodnota pH
6,2. NaoZkované banky se inkubujf 48 hodin p¥i 24 %C na rota¥nt tifepadce /4 ot./s ,
excentr 55 mm/. MnoZfstvim 0,5 % obj. tohoto submersnfho inokuls se neolkuje produkni
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2ivné médium, obsehujici v 1 1 300 g sacharozy, 4 g kvasni&ného extraktu, 10 g terc.
citronanu amonného, ! g Mgs0,.TH,0, 1,44 g Ca /N03/2.4820, 0,4 g KH,PO,, 0,2 g L-iso-
leucinu, 0,045 g 2-/2,4-dichlorfenoxy/propiondtu sodného a 0,06 g 2,4-dichlorfenoxy-
octanu sodného, rozpulitinych ve vod&, hodnota pH 6,2. Produkén{ wmédtum bylo rozplnéno
po 40 ml do 200 ml Blackeovych:  bandk. Kultivace probihala staciondrné po. dobu 2! dnid
pri 24 °C. V produkinim médiu bez pridavku lipidy modifikujicich ldtek probihele pa-
ralelni kultivace jeko kontrola. Narosatld mycelium u kontroly obsshuje po ukonZent
kultivace sumu peptidickjch alkaloidd 0,86 % hmot., pomér ergokryptind ku- érgokerninu
2:1, pomdro -: /% -ergokryptinu = 1:1, P pFfdavku uvedenych wno¥stvi 2-/2,4-dichlor-
fenoxy/propiondtu sodného a 2,4~dichlorfenoxyoctanu sodného obsahuje mycelium sumu
peptidickych alkaloidd 1,08 o hmot., pomdr ergokryptinyergokornin = 2,7:1, pomér
K :/} -orgokryptinu = 1:3,5.

Tabulka | a 2

Vliv DL 2-(4-chlorfenoxy)propiondtu na slofeni bun&inych mastnych kyselin a produkci
nédmelovych alkaloidd kmenem Claviceps purpurea 59

Vorionto | Mastné kyseliny" Index nennsycenosti Anisotropie” Blomusn
(% celk.mast.kys.) mast. kys. membrdn (g/1)
16:0 18:2 18:1 18:0

—

Kontrolse 26.3 35.8 28,0 9.7 1,006 0,200 22,7

Pr{davek
20 og/l
d&, létky 22,9 44.8 20.0 7.1 1,105 . 0.182 15.3
Vaerianta 2 alkaloidy®

celkové A E C CA

(wg/1) (%)

Kontrola 3728 18 24 24 33
Pridavek
20 mg/l1

&, ldtky 6 500 10 16 55 21

8stanoveny jako methylestery gz celkového zmydelnitelného podilu bundingeh lipidd
Spateno pomoci fluorescenini sondy trimethylamonium 1,3,6-difenylhexatrien
A - egroklavin, E - elymoklavin, C - chenoklavin-I, CA - chanoklavin-I-aldehyd

Tabulka 3

Vliv 2-(4-chlorfenoxy)propioﬁétu sodného ne produkci alkaloidd v nestandardni (cslabe-
né) kultivaci C. fusioformis Wi po 19 dnech

Varienta Produkce alkaloidd
. (mg/l)

Kontrola

s 8 % inokula 2 358

Kontrola s

3.2 % inokula (oslabend) 1.685



6 €Cs 273 373 B!

Prfdovek G&inné létky
(mg/1) k oslebené kultule

20 2 170
50 2 175
100 2 673
150 2 41
200 2 347
300 2 037
Tabulka 4

Vliiv 2,4-dichlorfenoxyacetédtu sodného (DCA) a 2-(2,4-dichlorfenoxy)propiondtu sodného
(DCP) na produkci nédmelovych alkaloidd kmenem C, purpurea 59

Varianta produkce ndmelovych alkaloidd (mg/y )

5. den 11. den 20. den
Kontrola 728 2 654 7 030
Pfidavek DCA
10 mg/1 . 841 4 246 10 246
25 mg/1 813 4 506 9 797
50 mg/1 852 4 499 11 176
Pridavek DCP
10 mg/1 . 865 4 010 9 601
29 g/l nestenoveno J 946 9 Ty
50 mg/1 924 3 901 9 397

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob fermenta¥ni vyroby nédmelovych alkeloidd s modifikaci bun&Znych 1lipidld, vyzna-
tujici se tim, Ze v produkZni a/nebo inokule&ni fd4zi fermenta¥niho procesu se na pro-
dukZni kmen houbyClaviceps pﬁsobi'mono- a/nebo dichlorfenoxyalkanovymi kyselinemi
8/nebo Jjejich derivdty obecného vzgrce I.

0 - /Ry = COOR,

Ry
(o]
/1/
CH
R, ) 3
kde R, Je /—CHz-/ nebo /—?H—/ nebo /-C-/ nebo /—CH2~CH2—/
|
CH, Cil,

nebo /-/CH2/3—/

R, je -H nebo ~02H5 nebo ~NH2
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R3 Je =Cl nebo -H za pifedpokledu, ¥e R‘ JeCl e

Ry Je -Cl nebo -H ze predpokladu, %e Ry je Cl, bud semoststnywi, nebo ve swdsi a to
v koncentraci 5 el 3OO0 mg/l ¥ivného média.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, ¥e UZinnd létka a/nebo U¥inné ldtky jsou
do Zivného média pFiddny na poldtku a/nebo v pridb&hu produkini a/nebo inokule¥nf fdze
fermentadniho postupu.



