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Ispitan je utjecaj morfološke diferencijacije micelija, 
pri submerznoj kultivaciji C. paspali na biosintezu ergot al- 
kaloida. Maksimalna biosinteza alkaloida postiže se s pele- 
tima sinematskog izgleda i jezgrom sastavljenom od čvr
sto agregiranih hifa micelija. Postizanje takve strukture 
uvjetovano je sastavom hranjive podloge te načinom pri
ređivanja vegetativnog inokuluma.

U v o d
Proizvodnja ergot alkaloida primjer je procesa u kojima je idiofazni 

karakter mikrobnog metabolizma usmjeren u biosintezu određenog meta- 
bolita. Za razliku od mikrobnih procesa proizvodnje antibiotika (koji su 
najvažniji primjer takvih procesa) biosintezu ergot alkaloida u industrij
skim razmjerima može se provesti i tzv. parazitskim načinom kultivaci
je. Naime .gljive roda Claviceps formiraju sklerocije — micelijske struk
ture — koje mogu sadržavati do 0,8% alkaloida od suhe tvari biomase 
ako sekultiviraju na raži (U d v a r d y 1980).

Povezanost biosinteze alkaloida, pri submerznoj kultivaciji gljiva 
roda Claviceps, s morfološkom diferencijacijom micelija, na način sličan 
onome u sklerociju, zapazili su A r c a m o n e et al. (1961), B a r c e l o n a  
et al. (1966), T o n  o lo  (1967) i J e r a j  i T a m b u r a š e v  (1969).

U ovom radu su ispitani način i uvjeti morfološke diferencijacije 
micelija pri submerznoj kultivaciji C. paspali i utjecaj na biosintezu er
got alkaloida.
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M a t e r i j a l  i m e t o d e

Proizvodni mikroorganizam upotrijebljen u ovom radu bio je soj 
gljive Claviceps paspali Stevens i Hall F-2057. Održava se i čuva na čvr
stoj podlozi, koja se sastoji od glukoze (20), krumpirovog infuzuma pri
premljenog kuhanjem 300 g krumpira, agara (20 g) i destilirane vode (1 1), 
pH 7,0.

Inokulum je kultiviran u podlozi sastava: manitol (40 g), jantarna 
kiselina neutralizirana s amonijakom do pH 5,2 (10 g), slanutkovo brašno 
(1 g), KH2P04 (1 g), MgS04. HaO (0,3 g) i vodovodna voda (11).

Morfološka diferencijacija micelija C. paspali pri submerznoj kultiva
ciji praćena je u podlogama sastava:

I — manitol (50 g), jantarna kiselina neutralizirana s amonijakom do 
pH 5,2 (40 g), KH2P04 (1 g), MgS04. 7 H20  (0,3 g) i vodovodna 
voda (1 1) ( A r c a m o n e  et al., 1961);

II — manitol (90 g), pepton (30 g), KH2P04 (1 g), MgS04. 7 H20  (0,3 g) i 
vodovodna voda (1 1), pH 5,2;

III — manitol (150 g), pepton (70 g) i vodovodna voda (1 1), pH 6,4;
IV — manitol (200 g), pepton (90 g) i vodovodna voda (1 1), pH 6,4

Sterilizacija se vrši na 110° kroz 30 minuta.
Gljiva C. paspali kultivirana je submerznim postupkom u Erlenmaye- 

rovim tikvicama od 500 ml s po 100 ml hranjive podloge pri temperaturi 
25°C na rotacionoj tresilici s 1807min i ekscentrom od 5 cm.

Priprema inokuluma je provedena u dvije faze: Prva u trajanju od 
7 dana a druga u trajanju od 2 dana. S 10% vol/vol homogenziranog 
inokuluma (Waring Blendor-homogenizator) I. faze nacijepljena je podlo
ga za uzgoj II. faze inokuluma. Količina inokuluma za nacjepljivanje 
podloge za biosintezu iznosila 10% vol/vol, a kultivacija je trajala 17 
dana.

Količina ergot alkaloida određivana je spektrofotometrijski ( Vo i g t  
1959) sa reagensom Ehrlich-van Urk pri 545 nm, a izražena je kao ergo- 
metrin u g/1 komine.

R e z u l t a t i  i d i s k u s i j a

Morfološka diferencijacija micelija C. paspali praćena je pri sub
merznoj kultivaciji u četiri različite podloge. Rezultati prikazani na si. 1 
pokazuju da su maksimalni prinosi (2,5 g l-1) alkaloida postignuti u 
podlozi s 20% manitola i 9% peptona, te u podlozi s manitolom i amoni- 
jevim sukcinatom. Znatno niži prinosi (oko 25% od maksimalnih) posti
gnuti su u podlozi s 9% manitola i 3% peptona uz dodatak anorganskih 
soli.

Izgled karakteristične kolonije soja C. paspali F-2057 prikazan je 
na slici 2. Kolonija pokazuje tipične morfološke karakteristike, koje osi
guravaju postizavanje visokih prinosa alkaloida pri submerznoj kultiva
ciji kako navode i M e r c a n t i n i et al. (1967).

Iz djelića micelija kolonija izraslih na krutoj hranjivoj podlozi po
javljuju se pri kultivaciji inokuluma u submerznim uvjetima nakon dva 
do tri dana uzgoja prve micelijske strukture. Te agregacije hifa — sine- 
mate sačinjene su od snopića paralelno izraslih i isprepletenih hifa (si. 3). 
U središtu sinemate isprepletene hife u kasnijem rastu stvaraju plekten- 
him, osnovicu tzv. sklerocijalne jezgre peleta, koja osigurava fiziološke 
uvjete potrebne za biosintezu alkaloida.
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Morfološka diferencijacija micelija C. paspali pri submerznim uvjeti
ma uzgoja ovisi u znatnoj mjeri o sastavu hranjive podloge koja se 
upotrebljava za rast mikroorganizama. Pritom biosinteza i prinosi alka- 
loida ovise o načinu agregiranja hifa micelija. Tipična micelijska struk
tura pri submerznoj kultivaciji su peleti. Za ostvarivanje maksimalnih 
prinosa alkaloida peleti moraju imati jasno diferencirane sinemate s po
bočnim grananjem, te čvrstu sklerocijalnu jezgru, kako je vidljivo na 
slici 5. Takva struktura peleta pojavljuje se pri submerznoj kultivaciji 
u podlozi I, III, IV (s visokim prinosima alkaloida), a povezana je s po
četkom intenzivne biosinteze alkaloida. Ukoliko Ć .  paspali ne ostvari 
sinematni rast peleta kao što je slučaj pri kultivaciji u podlozi II, tada 
su i prinosi alkaloida znatno niži (25% od maksimalno postignutih u 
podlozi IV) (si. 1, 4).

Peleti su pritom nešto većih dimenzija, bez čvrste skleroci jalne jez
gre (»pamučasti«), bez sinemata, kako je prikazano na slici 4.

Takva povezanost strukture peleta, odnosno načina agregiranja hifa 
i sposobnosti biosinteze alkaloida ustanovljena je i za različite testirane 
sojeve C. paspali ( B a r c e l o n a  et al. 1966, J e r a j  i T a m b u r a š e v  
1969).

Homogenziranje inokuluma C. paspali prije nacjepljivanja podloge 
za biosintezu alkaloida također je neophodno za postizavanje maksimal
nih prinosa. Iz nehomogeniziranog inokuluma obično izrastaju veliki gusto 
pakirani peleti bez sinemata. Promjena izgleda peleta dovodi do 50 po
stotnog sniženja prinosa alkaloida pri kultivaciji u podlozi I (od 2,5 g.l~1 
na 1,25 g.l-1 alkaloida).

U svim kulturama i različitim hranjivim podlogama ustanovljeno je 
da se u toku uzgoja, oko jedanaestog dana, u miceliju pojavljuju stanice 
koje različitom optičkom gustoćom i izgledom upućuju na vegetativne 
spore— artrospore (slika 6).

U ranijim radovima (T o n o 1 o 1967, M e r c a n t i n i  1967) utvrđeno 
je da produktivni micelij C. paspali u toku biosinteze alkaloida ne stva
ra vegetativne spore. Međutim, R e h a č e k et al. (1975) pretpostavljaju 
da su vegetativne — artrospore ili klamido spore u kulturi C. purpurea 
morfološki vrlo slične heksagonalnim stanicama sklerocijalne jezgre si- 
nematnih peleta, koje osiguravaju visoke prinose alkaloida. Prema tome 
diferencijacija hifa micelija C. paspali u vegetativne artrospore nije u 
suprotnosti sa sposobnošću intenzivne biosinteze ergot alkaloida.
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Z a k l j u č a k

Morfološka diferencijacija micelijske biomase pri biosintezi ergot 
alkaloida u submerznoj kulturi gljiva roda Claviceps ima značajnu ulo
gu u postizavanju maksimalne količine proizvoda.

Ispitivan je zbog toga tip i način agregiranja hifa u miceliju pri sub
merznoj kultivaciji soja gljive C. paspali F-2057 u različitim hranjivim 
podlogama.

Ustanovljeno je da se maksimalna biosinteza alkaloida postiže s pele- 
tima gljive C. paspali koji su sinematnog izgleda i imaju jezgru s hifama 
agregiranim u tzv. skleroci jalnu strukturu. Peleti rahle strukture, bez 
čvrste jezgre, te peleti zbijene strukture imaju znatno slabiju sposobnost 
biosinteze alkaloida.

Postizanje sinematne strukture peleta uvjetovano je sastavom hra
njive podloge, te načinom priređivanja vegetativnog inokuluma, kao što 
je ustanovljeno u ovom radu.

A C T A  B O T . C R O A T . V O L . 42, 1983. 47



S. M A T O S lC  i  Z . H A JE K

SI. 1. Biosinteza ergot alkaloida u submerznoj kulturi C. paspali.
Podloge sastava:
O — I (manitol 5%  ,amonijev sukcinat 4%)
•  —  II (manitol 9%, pepton 3%)
□  —  III (manitol 15%, pepton 7%)
A  —  IV (manitol 20%, pepton 9%)

Fig. 1. Biosynthesis of ergot alkaloids in submerged culture of C. paspali. 
Medium content:
O —  I (mannitol 5%, ammonium succinate 4%)
•  —  II (mannitol 9%, peptone 3%)
□  —  III (mannitol 15%, peptone 7%)
A  —  IV (mannitol 20%, peptone 9%)

>
SI. 2. Kolonija C. paspali stara 13 dana (x 1)
Fig. 2. Colony of C. paspali 13 days old (x 1)
SI. 3. Formiranje sinemata u submerznoj kulturi C. paspali (x 70)
Fig. 3. Formation of synnemata in submerged culture of C. paspali (x 70)
SI. 4. Peleti C. paspali nakon 6 dana uzgoja u podlozi II. A  —  (xl); B 

—  (x 70)
Fig. 4. Pellets of C. paspali cultivated in medium II. (6 days old), A  —  

(x 1); B —  (x 70)
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SI. 5. Sinematni peleti C. paspali nakon 6 dana uzgoja u podlozi I.
A  —  (x 1); B —  (x 50)

Fig. 5. Synnematic pellets of C. paspali cultivated in medium I. (6 days old) 
A  —  (x 1) ;B —  (x 50)

SI. 6. Spore u submerznoj kulturi gljive C. paspali (x 1000)
Fig. 6. Spores in submerged culture of C. paspali (x 1000)
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S U M M A R Y

M O R P H O L O G IC A L  D IF F E R E N T IA T IO N  O F  C L A V IC E P S  P A S P A L I  S T E V E N S  A N D  
H A L L  IN  B IO S Y N T H E S IS  O F  E R G O T  A L K A L O ID S  IN  S U B M E R G E D  C U L T U R E

Srećko Matošić and Zoran Hajek

(F a cu lty  o f  F o o d  and  B io te ch n o lo g y , Z a g re b  and  »P o d ra v k a « , K o p r iv n ica )

Morphological differentiation of mycelial biomass in biosynthesis 
of ergot alkaloids in submerged culture of fungi of the genus Claviceps 
has an important role in achieving maximal quantity of the product. 
Therefore, the type and manner of aggregation of hyphae in mycelia in 
submerged cultivation of C. paspali strain F-2057 have been tested in 
various nutritive media.

It has been found that maximal biosynthesis of alkaloids is achieved 
with synnematic pellets of C. paspali, having the nucleus with hyphae 
aggregated in the so-called sclerotial structure. Pellets of loose structure, 
without a firm nucleus, as well as pellets of compact structure have 
a considerably lesser ability for alkaloid biosynthesis.

The achievement of the synnematic structure of pellets is related to 
the composition of the nutritive medium, and the way of cultivation of 
vegetative inoculum.
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