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alkaloidd pFi vyuZit{ modifikace bunddnych
lipidd, vedouci ke zvyZeni biosyntézy ndme-
lovych alkaloidd a zméndm jejich spektra,
Hlavnim dfelem je podstatné zvy3enf produk-
ce ndmelovych alkaloidd cca o 10 a¥ 30 %

s pozitivnim vlivem na efektivitu fermentad-
ni vyroby a ndslednd i na extrakini, iso~
ladni a pripadné semisyntetické postupy,
uZiveané k vyrobé findlnich léZebnyech sub-
stanci. Uvedeného u¥inku se dosdhne pHfdav-
kem mono- a dithlorfenoxyalkanovych kyselin
a/nebo jejich derivédtd, zpisobujicich mo-
difikace bun&nych lipidd, v mnoZstvi 5 a¥
300 mg /1 v produk&ni fdzi fermentadniho
postupu, U¥inng¢ ldtky mohou byt pFidény na
potdtku nebo v pribdhu kultivace a mbse byt
pouZita jedna specifické 1ldétka nebo kombi=
nace vice ldtek. Refeni mife byt vyuZito ve
fermentadnim a farmaceutickém promyslu.
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Vyndlez se tykd Zpisobu fermentadni v¥roby ndmelovych alkaloidd s modifikac{ bu~-
n&¥nych 1ipidd u produkdnfch kmend hub rodu Claviceps, uZfivenych k v¥robg klavidovych
alkaloidd, kyseliny lysergové a paspalové, jednoduchych derivdtd kyseliny lysergové a

peptidickych alkaloidy, kdy modifikatce bun&&nych 1lipidd vede ke zvy¥eni jejich produkénf
schopnosti.

Dosud je popséne celd fada postupd fermentadng p¥ipravy ndmelovjch alkaloidd /H.
Kobel a J.J, Sanglier, Ing: Biotechnology, Vol. 4, VCH Verlagsgesellschaft, Weinhein,
1986, p. 569, &s. autorské osv&dZeni- &, 199986, 202 613 a 224 532. Tyto postupy vyui-
vaji vlastnosti produkénfch kmend, danyech mo%nostl vyJjddfeni genetické informace pro
biosyntézu némelovych alkaloidd za konkrétnich kultivadnich podminek, pop¥ipads tyto
kultiva&nf podminky pro biosyntézu zvihodﬁuji, nap¥fklad prekurzoraci nebo indukeci en-
zymd. Z toho vyplyvd, %e zvySovén{ produkce vy3e uvedenou optimalizaci kultivagnich
podmninek je omezené, Dalsi zvyZovéni produkce je potom zdvislé na 3Zlechténi novych pro-
dukénich kmeny, které Je u producenty nédmelovych alkaloidd dosud stdle zaloZeno na ne-
specifické mutagenezi, rezultujfef v neifzend mutace. Vzhledem k ndhodnosti pozitivniho
muta¥niho zdsshu a jeho nizké frekvenci je tento zpisob daliiho zvy¥ovédni produkce vel-
mi néro¥ny z &asového i materidlového hlediska.

Uvedené nevyhody 2pisobl zvySovén{ produkce odstranujé zpisob fermentadn{ vyroby
nédmelovych alkaloidy s wmodifikac! bun&nych 1lipidd, JjehoZ podstatou Je, Ze v produkdnf
a/nebo inokuladni fézi fermentadniho procesu se na produk¥ni kmen houby Clavicaps po-
sobf mono- u/nebo dichlorronoxyalknnovymi kysolinami o/nebo Jejich derivdty oboeeného
vzorce I, 3

0 - /Rl/ - COORZ

A3
Ry
i
kde RI Je /-CHZ-/ nebo /ﬁ?H-/ nebo /-?-/ nebo /-CHZ-CHé-/
CH3 CH3

nebo /-/CH2/3-/
R2 Jje -H nebo -0235 nebo —NHé
R3 Je -C1 nebo -H za pPedpokladu Ze R4 Je Cl a

R4 Jje -C1 nebo -H za pfedpokladu, %e R3 Je C1, bud sam0stétnymi, nebo ve smési a to
v koncentraci 5 af 300 wg/L ¥ivného média.

UZinnéd 14tka je do Zivného média pFfidéna na poddtku a/nebo v pribé&hu produként
a/nebo inokuladni féze fermenta&nfho postupu.

V produkénf fézi fermentaéniho pfocesu‘se na produkdni organismus plisobl l4tkami,

Jicimi obsah membrdnovs funkinich quasiplandrnfch demethylsterold /D. Berg et. al.,
Mykosen 29, 221, t9g6/ a/nebo snifujfeimi viskozitu cytoplasmatické wembrény. Modifike-
ce bun&nych 1lipidd je dosahovéno p¥fdavkem ¥¥inné ldtky v koncentraci 5 a% 300 mg/1
Zivného média v produkin{ fédzi fermenta¥nfho Postupu a d¥innd ldtka je pfiddna na za-
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gdtku a/nebo v pribZhu kultivace produkéni fédze. Modifikace bunéénych lipidd Jje dosa-
hovéno p¥idavkem jedné nebo vice druhd ﬁéinnych 1ldtek v libovolnych pomdrech p#i celko-
vé koncentraci vSech ddinnych ldtek 5 a% 300 mg/l.

Cytochemické studie /VoP{3ek et al., In. Némelové alkaloidy a jejich derivéty,
Academia, Praha, 1983, p.75/ lokalizovaely tvorbu ndmelovych alkaloidd houbami rodu
Claviceps do membrén endoplasmatického retikula, membrédn homolognich vakuol a lipopro=-
teinové ndplng vakuol. Nap¥{klad peptidické alkaloidy /ergopeptidy/ jsou deponovény v
kapénkdch 1lipidd /Neumann et. sal., Biochem, Physiol. Pflanzen 174, 504, 1979/. V&t3ina
enzymd syntézy ndmelovych alkaloidd u hub Claviceps, kromé tryptofan-dimethylallyltrans~
ferasy /Heinstein et. al., Blochem. Biophyg. Res. Commun. 44, 1244, 1971/ a DMAT-N-me-
thyltransferasy /Otsuka et. al., Plante medica 40, 109, 1980/ je lokalizovéna na membrd-
néich prevdint v endoplasmatickém retikulu., Jejich aktivita je v&t¥inou spojena s mikro-
somédln{ frakecf{ bun&k. Aktivita té&chto enzyhﬁ je ovlivndna konforma¥nimi interakcemi o
kvalitou membrén, respektive jejich lipiditkou skladbou. Podle teoretickych predpokladi
je tedy mo¥no manipulaci metabolismu lipidd, respektive ovlivnénim slofeni bun&¥nych
wembrdn ¥4doucim smdrem, regulovat biosyntézu ndmelovych alksloidd ve smyslu zvySeni je-
jich produkce, popPipadd zmény slofeni smési produkovanych alkaloidi.

Dochdzi ke zvy¥eni produkce némelovych alkaloidd, ke zm&n& sloZeni produkovanych
alkaloidd, ke stabilizaci jejich produkce a modifikaci ve sloZeni bun&&nych lipidd. K
tomu je mono podle vyndlezu poufit napiiklad 4-chlorfenoxy kyseliny, 2,4-dichlorfenoxy
kyseliny a jejich derivdty, napiiklad kyselinu DL-2-/4-chlorfenoxy/propionovou nebo
2,4~dichlorfenoxyoctovou. Tyto lédtky jsou zndmé svymi auxinovymi d&inky na rostliny.
Napriklad kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctové. se pou#ivéd jako herbicid a dédle n¥které z
t&chto létek maji hypolipemické udinky na vys8i Zivo¥ichy, napfiklad ethyl ester kyse-
liny 2-/4~-chlorfenoxy/2-methyl propionové (Klofibrat). O plsobeni tdchto létek na mikro-
organismy je zndmo relativng mdlo ~ p-chlorfenoxypropiondt /0,1 - 2 mg/l/ zvyBuje vyt&%-

“ky kyseliny glutamové o 30 % v kulturdch Lactobacillus arabinosus a Leuconostoc mesente~
roides a mdZe substituovat biotin vy¥adovany kulturami k rdstu /Kinoshita K. a spol.:
Nippon Nogei Kagahu Keishi 36, 760-763, 1962/. p-Chlorfenoxyacetdt /0,2 nM/ zvy3uje
produkci chlortetracyklinu u nifzkoproduk¥niho kmene. Streptomyces aureofaciens z 38 nas
150 mg/L /Ven&k 2.: Folia Biol._gd 100~106 (1958)/. Kyseliny se piiddvajl ve formd roz-
tokd solf s vyhodou sodnych, které se sterilizujf filtrac{. PFi tepelné sterilizaci se
G&inek ldtek pondkud sni¥uje, pravddpodobn¥ hydrolyzou atomd chloru na aromatickém sys-
tému. Tuto nevyhodu 1lze odstranit zvySenim koncentrace ldtky nebo pouZit{m dichlorderi-
vdtu, s vyhodou nap?¥. 2-(2,4-dichlorfenoxy)propionétu. Sterilizaci je mo%no provést ta-
ké rozpudtinim chlorfenoxy kyselin v 2 N NaOH, ktery je autosteriln{. Potom se roztlok z
za sterilnich podminek neutralizuje konc, -HC1l na cca pH 8 a pop#ipadé zredf sterilni
vodou. Tak je mo¥no se vyhnout negativn® plisobfci sterilizaci teplem a ndrofné sterili-
zaci filtrscf. P¥i kultivaci v a/nebo na médiich s obsahem ldtek modifikujicich sloZeni
buné&nyeh 1ipidd dochdz{ ke vzristu podilu mono- a dinenasycenych kyselin, pfedeviim
kyseliny olejové a linolové, klesd obsah kyseliny palmitové. Ndsledn¥ stoupne index ne-
nasycenosti mastnych kyselin. Celkovy obsah fosfolipidd (stanoveno metodou TIC-FID) se
snifuje asi na 50 % kontroly, co? souvisi.s celkovym poklesem obsahu 1lipidd v myceliu.
Silné kleséd zastoupeni fosfatidylethanolaminu a podstatn& se zvy3uje index fosfatidyl~
cholin fosfatidylethanolamin., '

* Zm&na lipidického sloZeni bun&lnych wmembrdn p¥i fermentaci ndmelovych alkaloidld se
ndslednd projevi i na produkci ndmelovych alkaloidl, a to jak na celkovém obsshu sumy
alkeloidd jejim zvySenim, tak i na zastoupeni jednotlivych alkaloidd (spektru) v celko-
vé sumd. Optimdlni koncentrace lipidy wodifikujicich 1ldtek, které maximdln& zvySuji pro-
dukci sumy alkaloidd jsou kmenové specifické a je tieba tuto koncentraci stanovit pro
dany pouZity produkéni kmen a konkrétni kultivaént podminky.
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Hlavni vyhodou zplisobu podle vyndlezu Je efektivni mo¥nost podstatn& zvy¥it (aZ o
100 %) produkci némelovych alkaloidd u pouZivanych fermenta&nich technologii , kde
jsou vy&erpédny moZnosti dal3fho zvy3ovédni produkce dosud znimymi zpiusoby. Dalsi vyho-
dou je moZnost pouZitl stdvajicich vySlecht&nych produkinich kmend pifi eliminaci nutnos-
tl velmi ndro&ného daldfho 3lechténi bez Jistoty dosaZen{ podobné& zvyZené produkce.
Dal3i vyhodou je woZinost dosdhnout pedstatného zvySeni produkce ndmelovych alkaloidd
bez jekychkoll dprav technického vyrobniho zaffzeni., Dal¥{ vy¥hodou zpisobu podle vynd-
lezu je moZnost podstatného zkrdceni kultivadniho procesu na dobu optimdélni z hlediska
ekonomiky vyroby némelovych alkaloidd. Daldf vyhodou, vyplyvajici ze zvySeného mnoZstvi
ndmelovych alkaloidd v kone¥ném produktu fermentace, je intenzifikace extrakénich e
isolaZnich procesl, kterd se projevi dal¥im sniZenim ndkladd na vyrobu koneéného pro-
duktu. Dal3{ vyhodou je moZnost vyuZit{ zm¥n spektra alkeloidd k ziskéni potfebného
mnoZstvi t&ch alkaloidd, které Jsou stdvajicimi produkénimi kmeny, produkovédny pouze v
opinoritnim mnoZstvi, pop¥ipadd vyuZiti téchto zmén k optimalizaci spektra alkaloidi z
hlediska findlnfho produktu (produktd). Daldi vyhodou je stabilizujfci vliv ﬁfidavku
ldtek modifikujficich bun&lné lipidy ne vytéZnost fermentace s nestandardnim pribéhem
(napFiklad nizkd Zivotaschopnost nebo suboptimdini mnoZstvi inokula a podobnd).

Zpisob fermentadni vyroby ndmelovych alkaloidd s modifikaci bun&énych lipidd Jje
doloZen ndsledujicfmi p¥iklady provedeni, sniZ by Jjiwi byl pFedmét vyndlezu jakkoli
omezen.

Priklad 1

Produkdni kmen Claviceps purpurea 59 (&s. autorské osvéd¥enf & 252 603) se naod~
kuje do inokula&niho média obsahujfcfho v ! litru 100 g sacharosy, 10 g asparaginu,
0,1 g L-cysteinu, 0,1 g kvasniného ‘extraktu, 0,25 g KH2P04, 0,03 g MgSO4.7H20, 0,02 g
ZnSO4.7H20, 1 g Ca(NO3)2.4H20, rozpudténych ve vod&, o pH 5,5, rozplnéného po 60 ml ve
300 ml Erlenmayerovich bankéch. KaZdd banka se naodkuje mnofstvim 5x107 konidii uvede-
ného kmene. Banky se inkubujf 10 dnd pHi 26 % na rotadnf tiepadce (4 ot./s., excetr
55 mm). Roztok 2-(2,4-dichlorfenoxy)propiondtu sodného se p¥ipravi rozpu3tdnim volné
kyseliny v ekvivalentnim mnoZstvi 2N NaOH a vipravou pH roztoku pomoc{ HC1l na hodnotu
8,0. Tento roztok se vysterilizuje filtraci pi¥es sterilni sintrovy filtr S5 a pridéd se
v mnoZstvi 20 mg udinné ldtky na ! litr k produkinimu wédiu, obsahujicimi v 1 litru
100 g sacharosy, 16,8 g kyseliny citronové, 10 g (NH4)2SO4, 0,25 g KH2P04, 0,25 g MgSO4-
- TH,0, 0,15 g ZnSO4.7H20, 0,02 g FeSO4.7H20, 0,12 g KC1, 1,2 g CaCl, o pH 5,5. Takto
pFipravené médium, rozplnéné po 60 ml ve 300 ml Erlenmayerovych bankdch se zaolkuje
8 % obj. submersnich inokula a kultivuje se za shodnych podminek Jjako inokulum po dobu
21 dnd. V produk¥nim médiu bez p¥idavku 2-(2,4-dichlorfenoxy)propiondtu sodného probihi
paralelni kultivace jako kontrola. B&hem kultivace se m&nf sloZen{ buné&énych lipidd
(stanoveni podle V. K#fen et al., FEMS Microbiol. Lett. 30, 359, 1985) a dochdzi k pod-
statnému zvySeni produkce klavinovych alkaloidt a zm&ndm Jjejich spektra oproti kontrole.
V¥sladky Jsou uvedeny v tabulce 1.

Priklad 2

Produkéni kmen Claviceps purpurea 59 se kultivuje postupem podle p¥{kladu 1 s tim
rozdilem, %e do média se p¥idd DL 2-(4-chlorfenoxy)propiondt sodny v koncentraci
100 mg/1l. Vysledné zmEny ve sloZenf bun&nych lipidd a v produkei alkaloidd jsou uve-
deny v tab, 2.

Pr{klad 3

Produk¥ni kmen Claviceps purpurea EK 10 byl kultivovédn za podminek shodnych s pri-
kladem 1 s tou vyjimkou, Ze k produk®nimu médiu je 2-(2,4-dichlorfenoxy)propiondt sodny
pridén do findlni koncentrace 25 mg[l. Oproti kontrole do3lo po 16 dennf kultivaci ke
zvySeni obsahu sumy alkaloidd ze 2 240 na 3 218 mg/l, po 20 denni kultivaci ke zvySen{
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ze 3 218 na 3900 mg/l a ke zm¥né pom&ru agroklavinu ku elymoklavinu z 19:81 na 30 : 68.
Pr{klad 4 ‘

Produkéni kmen Claviceps purpures EX 10 byl kultivovdn za podminek shodnych s pi{-
kladem | s tou vjjimkou, %e k produkZnimu médiu byl 2-(2,4~dichlorfenoxy )propiondt
sodny pridédn do findlni koncentrace 100 wmg/l. Oproti kontrole doslo po 16 denni kulti-
vaci ke zvy3eni obsahu sumy alkaloidd z 2 240 na 2 902 mg/l, po 20 denni kultivaei ke
zvy8eni ze 3 218 na 3 401 wg/l bez zmény % zastoupeni elymoklavinu.

P¥{klad 5

Inokulum produkiniho kmene Claviceps fusiformis W | se pfipravi postupem podle
pPiklodu 1, V produkini fdzi se Jeko kontrola pou¥ije produkéni médium, p¥ipravené po-
dle p¥ikladu 1, bez p¥{davku §&inné ldtky, zainokulované 8 % obj. inokula. Dal¥{ verisn-
ty pFedstavuje produkéni médium podle prikladu | s p¥idavkem 2-(2,4-dichlorfenoxy)pro-
piondtu sodného v mnofstvi 0,20,50,100,150,200 a 300 mg/l, zainokulovené 3,2 % obg.
inokula, jeko simulace nestandardnfho prib&hu kultivece s oslabenym inokulem. Vyslednd
produkce alkaloidd po 19 dennf kultivaci Jje uvedena v tabulce 3.

Priklad 6

Produkdni kmen C. purpurea 59 se k?ltivuje za podminek shodnych s p¥ikladem 1.
V produk¥ni fézi se jeko kontrola poufije produk¥ni médium bez pHfdavku déinnych ldtek,
modifikujic{ch bunddné lipidy. Dals{ varianty predstavuje produkint médium s pfidavkem
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/1.
Vyslednd produkce alkaloidy po 5, 11 a 20 denni{ kultivaci je uvedena v tabulce 4.

Priklad 7

Produkéni kmen Claviceps paspali FA &s. autorské osvid&eni &. 224 532 se kultivuje
na povrehu ztuZeného %ivného média, obsshujfctho v 1 1itm 10 g peptonu, 40 g glukbsy;
26 g sladového extraktu, 20 € ageru, rozpudténych ve vod&, po dobu 28 dnid pri 24 °c,
Narostlé mycelium se set¥e do 90 ml sterilniho média shodného slofeni s vyjimkou agaru,
ve varné bance 500 ml, a kultivuje se 4 dny p#i 24 °C na rotang t¥epace /3,7 ot/s,
excentr 70 mn/., Mycelium z banky se za sterilnich podminek zbav{ fermenta¥nf tekutiny
odsdtim na porceldnovém filtru s filtra¥ni vloZkou Schleicher Schuell &. 5393 a promyje
se 100 ml destilovené vody. Mycelium se suspenduje v 80 ml destilované vody a homogeni-

zuje se pPistrojem Ultra-Turrax po dobu 5 s. 6 % obj. této suspenze se naotkuje produkéni

ni médium, obsahujicf v | litru 30 g manitolu, 30 g kyseliny Jantarové, 30 g propylen-
glykolu, | g K2HP04, 0,5 g MgSO4.7H20, 0,03 g Ca/N03/2-4H20, 0,01 g MnS0, . 4H,0, & 0,1
g NaNOJ, o hodnot& pH 5,2. Postupem dle prfikladu | se piiprav{ roztok sodné soli
2,4-dlchlorfenoxyoctové kysoliny a p¥ldd se k produk¥nimu médiu do kono¥nd koncontiroce
45 wg/1. Produkdni wédium je rozplnéno po 80 ml v 500 ml vernych bankdch. Kultivace
produkdn{ féze probihd pri 23 °C ne rotiénf titepadce /4 ot./s , excentr 55 wm/ po dobu
16 dnd. ¥V produkénim médiu bez phLdavku 2,4-dichlorfenoxyoctanu sodného probdhla.para-
lelnl kultivace juko kontrola. Oproti kontrole do¥lo ke zvy¥en{i obsshu isomerd hydro-~
¥yethylamidu kyseliny lysergové z 1 008 na 1 300 mg.l"‘.

Pr{klad 8

Produkén{ kmen Claviceps purpurea CCM F-725 /¥s. autorskd osvddeng &, 202 613,
¢s. outorskéd osvdd¥en{ ¥. 22 2391/ se kultivuje na povrchu ztu¥endho #ivného médis o
sloZenf podle pffkledu 1. Narostld konidie se v wno%stv{ 2,108 pfenesou do 80 mwl inoku-
la¥niho média ve 300 wl Erlenmayerové bance. Inokulagni médium obsahuje v 1 litru 50 g
sacharozy, 20 g kuku¥iiného extraktu a ! g KHzPO4, rozpudténych ve vod&, hodnota pH
6,2. Naodkovené banky se inkubujf 48 hodin p#i 24 °C na rotadnt tfepadce /4 ot./s ,
excentr 55 mm/. Mno¥stvim 0,5 % obj. tohoto submersniho inokula se naodkuje produkini

\
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¥ivné médium, obsshujfci v 1 1 300 g sacharozy, 4 g kvasnilného exiraktu, 10 g terc.
citronanu amonného, 1 g MgSO4.7H20, 1,44 g Ca /NO3/2.4H20, 0,4 g KH2P04, 0,2 g L-iso-
leucinu, 0,045 g 2-/2,4~dichlorfenoxy/propiondtu sodného a 0,06 g 2,4-dichlorfenoxy-
octanu sodného, rozpuitdnych ve vod¥, hodnots pH 6,2. Produkini médium bylo rozplnino e
po 40 ml do 200 ml Blackeovych - ban&k. Kultivace probfhala staciondrn& po dobu 2! dnd
pFri 24 %, v produk¥nim médiu bez p¥idavku lipidy modifikujfcfch ldtek probihela pa-
ralelni kultivace jako kontrola. Narostl® mycelium u kontroly obsahuje po ukon&eni
kullivace sumu peptldickjych slkasloidd 0,86 % hmot., pom#r ergokryptind ku:€érgokerninu
2:1, pom&rol -:/Z ~ergokryptinu = 1:1. PFi p#fdavku uvedenych mnoZstvi 2-/2,4-dichlor-
fenoxy/proplondtu sodnédho o 2,4-dlchlorfenoxyoclnnu godného obsuhuje myceliuw pumu
peptidickyeh alkeloidd 1,08 o hmot., pomér ergolcryptinyergokornin = 2,7:1, pomér
K @/} -ergokryptinu = 1:3,5. , —

Labulkay | a 2

Vliv DL 2-(4-chlorfenoxy)propiondtu na.slofeni bun&énych ﬁastnjch kyselin a produkci
ndmelovych alkaloidd kmenem Claviceps purpurea 59

Varianta 1 Mastné kyselinya Index nenasycenosti Anisotropieb Biomasa
(% celk.mast.kys.) mast. kys. membrén (g/1)
16:0 18:2 18:1 18:0

Kontrola 26.3 3%.8 28,0 9.7 1,006 0,200 22,7
P?idavek
20 mg/l
&, létky 22,9 44,8 20.0 7.1 1,105 . 0.182 15.3
Varienta 2 alkaloidy®

celkové A E C CA

(mg/1) - (%)

Kontrola 3728 18 24 24 33
P¥{davek
20 mg/l

ug. 1étky 6 500 10 16 55 21

8stanoveny jako methylestery z celkového zmydelnitelného podilu bun&&njch lipidd
bméfeno pomoci fluorescendni sondy trimethylemonium 1,3,6-difenylhexatrien

Cy - agroklavin, E - elymoklavin, C - chanoklavin-I, CA - chanoklavin-I-aldehyd

Tabulka 3

V1iv 2-(4-chlorfenoxy)propiondtu sodného ns produkei alkaloidi v nestandardni (oslabe-
né) kultivaci C. fusioformis W! po 19 dnech

Varianta Produkce alkaloidd
[l (mgll)

Kontrole

s 8 % inokula 2 358

Kontroia s
3.2 % inokula (oslabend) 1.685
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P¥{davek ulinné 1ldtky
(mg/1) k oslabend kultube

20 2 170 B
50 2 175 v
100 2 673

150 2 411

200 2 347

300 2 037

Tabulka 4

Vliv 2,4-dichlorfenoxyacetdtu sodného (DCA) a 2-(2,4-dichlorfenoxy)propiondtu sodného
(DCP) na produkci némelovych alkaloidd kmenem C, purpurea 59

Varianta produkce ndmelovych alkaloidd (mg/y)

5. den 11, den 20. den
Kontrola 728 2 654 7 030
Pridavek DCA
10 mg/1 . 841 4 246 10 246
25 mg/1 813 4 506 9 797
50 wg/1 852 4 499 11176
P¥idavek ICP _
10 mg/1 . 865 4 010 9 601
25 ung/l nestanoveno 3 946 9 715
50 mg/1 924 _ 3 901 9 397

PREDMET VYNALEGZU

1. Zptisob fermentad¥ni vyfoby némelovych alkaloidd s modifikaci bun&¥nych lipidd, vyzna-
tujlel se tim, %e v produkéni a/nebo inokula&ni fdzi fermenta¥niho procesu se na pro-
duk&ni kmen houtvClaviceps pisobi mono- a/nebo dichlorfenoxyalkanovymi kyselinemi .
a/nebo jejich derivdty obecného vzorce I.

0 - /Rl/ - COOR2

Ry
. .
/1/
1 CcH
R, . ! 3 .
kde R, je /-CHZ'/ nebo /—?H—/ nebo /-~C~/ nebo /-CHg—CHZ-/
|
L]
CHy i,

nebo /-/CH2/3-/

R2 je =H nebo —C2H5 nebo -NH2
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R3 Je -Cl nebo -H za piedpokladu, e R4 Jje Cl a

R4 Je -Cl nebo -H za predpokladu, e R3 je €1, bud sémoétatnjmi, nebo ve smési a to
v koncentraci 5 aZ 300 mg/l Zivného média,

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujfci se tim, Ze d&innd ldtka a/nebo W¥inné 14tky Jsou
do Zivného média pFiddny na po¥dtku s/nebo v prib&hu produkini a/nebo inokuladni féze
fermenta¥niho postupu. ’
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