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Ispitani su parametri proizvodnje ergot alkaloida u sub-
morznoj kulturi gljive Claviceps paspali F-2057. Maksimalni
prinosi alkaloida postizu se pri kultivaciji C. paspali u pod-
lozi s manitolom i amonijevim sukcinatom (od 11 do 14°»
suhe tvari u podlozi) i iznose 2,2 g =l-1.

Uvod

Ergot alkaloidi farmakoloski vaZzni i odavno poznati spojevi tek se u
novije vrijeme proizvode industrijski, submerznom kultivacijom gljiva
roda Claviceps. Samo dvije, medu mnogim vrstama mikroorganizama Koji
proizvode ergot alkaloide, sintetiziraju farmakoloski vrijedne alkaloide, i
to: Claviceps purpurea tzv. peptidne ergot alkaloide (Tonolo 1966,
Galeffi isur. 1974) i Claviceps paspali jednostavne derivate lizerginske
kiseline (Arcamone i sur. 1961).

Proizvodnja alkaloida u submerznoj kulturi gljiva roda Claviceps
moze slijediti jedan od dva modela uobitajena u biosintezi sekundarnih
metabolita (Vining 1973). Kod prvog ¢eS¢eg modela uofavaju se me-
tabolicke faze. Trofofaza, karakterizirana brzim rastom i odsustnoSéu
proizvodnje alkaloida, nakon koje slijedi idiofaza u toku koje brzina rasta
opada, a odvija se biosinteza alkaloida. Pri biosintezi alkaloida po dru-
gom modelu metabolicke faze nisu uocljive. Alkaloidi se nakupljaju
brzinom koja odgovara brzini rasta micelija. Vining (1973) navodi da
se biosinteza alkaloida pri kultivaciji C. paspali odvija istovremeno s
porastom biomase, tj. prema drugom modelu proizvodnje.

Tema ovog rada je ispitivanje biosinteze ergot alkaloida sa staja-
lista unapredivanja procesa submerzne kultivacije gljive C. paspali.
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Materijal i metode

Mikroorganizam upotrijebljen u ovom radu bio je Claviceps paspali
F-2057 iz zbirke Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta u Zagrebu.

Podloge za gljivu C. paspali bile su sastava:

— podloga za odrZavanje i selekciju mikroorganizama:
glukoza 2°/0; infuzija krumpira priredena iz 300g krumpira u 11
vodovodne vode i agar, 2°/o; pH 7,0 i sterilizacija 30 min na 110°C;

— podloga za uzgoj inokuluma I i Il faze:
manitol, 4%; jantarna Kiselina neutralizirana do pH 5,2 s amonijakom,
I°/o; slanutkovo braSno, 0,1°/»; KHZP 04, 0,1%; MgS04<7 H2D, 0,03%
i vodovodna voda; sterilizacija 20 min na 120° C;

— podloga za biosintezu: manitol, 6%; jantarna Kiselina neutralizirana
do pH 52 s amonijakom, 5%; KHZ 04, 0,1%; MgS04<7 H»0, 0,03%
i vodovodna voda; sterilizacija 20 min na 120° C. U podlozi je ispitan
utjecaj razli€itih koncentracija izvora ugljika (manitol) i duSika (amo-
nijev sukcinat) na biosintezu alkaloida.

Uzgoj C. paspali te priprema inokuluma provodili su se submerznim
postupkom u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 ml sa 100 ml hranjive
podloge, na rotacionoj tresilici s 200 o/min. i ekscentrom od 5cm, pri
temperaturi od 25° C.

Inokulum C. paspali uzgojen je u dvije faze (7 dana i 3 dana). Nakon
T. faze pripremljeni inokulum je homogeniziran sterilno (Warring blen-
dor) pri 15.000 o/min. kroz 15 sek. Koli¢ina od 10% v/v sluzila je za
nacjepljivanje Il. faze uzgoja inokuluma iz koje je nacijepljena podloga
za biosintezu, takoder s koli¢inom od 10% v/v.

Alkaloidi su odredivani spektrofotometrijskom metodom po van
Urku (Voigt, 1959). Rezultati su izraZzavani u g <11 ergometrina.

Koli¢ina suhe tvari biomase je odredena filtriranjem, pranjem i
suSenjem na 105° C.

Manitol je odredivan polarimetrijski (Arcamone i sur. 1961), a
fosfati spektrofotometrijski (Berenblum i Chain 1938).

Rezultati i diskusija

Koncentracija i odnos izvora ugljika, odnosno duSika, ima vrlo
izrazen utjecaj na biosintezu »sekundarnih metabolita« pa i ergot alka-
loida. Ispitivanjem odnosa koncentracije manitola i amonijevog sukcinata
u hranjivoj podlozi pri kultivaciji C. paspali, ustanovljeno je da se mak-
simalni prinosi alkaloida od 2,2 g =I“1ostvaruju s 4% amonijevog sukcina-
ta, te 8 i 10% manitola, odnosno 5% amonijevog sukcinata i 6% manitola
(slika 1). Koli¢ina suhe tvari podloge pri tome iznosi od 11 do 14%. Ti
su rezultati u suglasnosti s tvrdnjom (Jeraj i TamburaSev 1972)
da viSe koncentracije manitola u podlozi (8 do 15%) daju i viSe prinose
alkaloida. Medutim, iz rezultata u ovom radu (slika 1) vidljivo je da se
radi prije o uravnoteZenju izmedu odnosa koli¢ina dvaju izvora ugljika
(manitol i jantarna kiselina) i izvora duSika (amonijev ion).
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SI. 1. Utjecaj koncentracije manitola i amonijevog sukcinata u podlozi na
biosintezu ergot alkaloida pri kultivaciji gljive C. paspali (Rezultati
nakon 15 dana uzgoja)

% amonijevog sukcinata u podlozi:
0, 3o o, &b A, 50

Fig. 1. Influence of the concentration of mannitol and ammonium succinate
in the medium on biosynthesis of ergot alkaloids by means of C. paspali
(Results after 15 days of cultivation)

%> of ammonium succinate in the medium:
0, 3% a, 4% A, 50

Sl. 2. Parametri kultivacije inokuluma C. paspali
A — | faze i B — Il faze
O Alkaloidi g =I-1
0O Suha tvar biomase g <11
A Manitol gnml-1
< Anorganski fosfor u filtratu g ml-1

Fig. 2. Parameters Of inoculum cultivation of C. paspali
A — phase I, B — phase Il
O Alkaloids g =lI-1
O Biomass dry weight g =l~I
A Mannitol gml-1 . .
- Inorganic phosphorus in the filtrate g -I-1

Uzgoj inokuluma pri biosintezi ergot alkaloida s pomoéu C. paspali
provodi se u dvije faze (Arcamone i sur. 1961;Jeraj i Tambu-
raSev 1972) s homogenizacijom komine odnosno micelija nakon I. faze.
Uzgoj inokuluma u Il. fazi (samo 3 dana) ne utjeCe na povecanje prinosa
alkaloida, no potreban je zbog brzog dobivanja vece koli¢ine homogene
biomase.

Uzgoj inokuluma u 1. fazi je karakteriziran produzenom lag fazom
rasta — Cak do 5 dana, s vrlo slabim nakupljanjem alkaloida i utroSkom
66°/0 anorganskog fosfata i 56°/0 manitola iz podloge (slika 2).
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Sl. 3. Parametri biosinteze ergot alkaloida pri kultivaciji gljive C. paspali
(podloga — manitol 6% i amonijev sukcinat 5%>)
O Alkaloidi g=l'1
O Suha tvar biomase g el-1
A Manitol gml1l
e Anorganski fosfor u filtratu g =I-1

Fig. 3. Parameters of cultivation of C. paspali and biosynthesis of ergot alka-
loids (medium — mannitol 6% and ammonium succinate 5%>)
O Alkaloids g =11
O Biomass dry weight g <I-1
A Mannitol g =11
= Inorganic phosphorus in the filtrate g =I-1

Druga faza uzgoja inokuluma karakterizirana je eksponencijalnim
rastom i brzim utroSkom manitola i fosfora, uz potpunu odsutnost alka-
loida u komini.

Biosinteza ergot alkaloida pri kultivaciji C. paspali u podlozi sa 6%
manitola i 5°0 amonijevog sukcinata tece od 4. dana do 14. dana uzgoja
nepromijenjenom brzinom s maksimalnim prinosom od 2,2 g =11 (slika 3).
Rast mikroorganizama je karakteriziran dvjema fazama — trofofaza i
idiofaza. ZavrSetak eksponencijalnog uravnoteZenog rasta obiljeZzen je
utroSkom fosfata (0,25 g =I-1) u podlozi u periodu od 6. do 8 dana kulti-
vacije. S utroSkom ukupne koli¢ine manitola u podlozi je povezano i
smanjenje brzine biosinteze alkaloida (slika 3).

Pri uzgoju C. paspali jasno su izrazene faze rasta, trofofaza i idio-
faza, a biosinteza alkaloida odvija se prema modelu karakteristicnom
za ovaj nacin rasta (sinteza alkaloida u idiofazi). Ovi navodi nisu u
skladu s tvrdnjom Vininga (1973) da pri kultivaciji C. paspali brzi-
na biosinteze alkaloida odgovara brzini rasta mikroorganizma. Drugi
autori su takoder ustanovili slicna odstupanja (Udvardy 1980; M a-
toSi¢ i TamburaSev 1983). Pri kultivaciji C. purpurea, za koju
je karakteristicno da nakuplja alkaloide u idiofazi, promjenom uvjeta
uzgoja, sinteza alkaloida se odvija po srednjem putu, tj. ne slijedi niti
jedan od dva navedena modela. MoZe se stoga zakljuciti da model pro-
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izvodnje alkaloida nije prirodeno svojstvo mikroorganizama. Ono vje-
rojatno odrazava fizioloSke uvjete primijenjene da bi se pokrenuo sekun-
darni metabolizam kulture organizma.

Zakljucak

Pri uzgoju C. paspali jasno su izrazene trofofaza i idiofaza, a bio-
sinteza ergot alkaloida se odvija prema modelu karakteristichom za ovaj
nacin rasta — nakupljanjem alkaloida u idiofazi.

Maksimalni prinosi alkaloida postizu se pri kultivaciji C. paspali u
podlozi s manitolom i amonijevim sukcinatom (od 11 do 14°/0 suhe tvari u
podlozi) i iznose 22 g el-1.
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SUMMARY

BIOSYNTHESIS OF ERGOT ALKALOIDS BY MEANS OF FUNGUS
CLAVICEPS PASPALI STEVENS AND HALL

Sre¢cko MatosSi¢, Verona Basi¢ and Mira Lisnji¢

(Faculty of Food Technology and Biotechnology, Zagreb)

Parameters of ergot alkaloids production in submerged culture of
Claviceps paspali were investigated. Two distinct phases, trophophase
and idiophase, were observed during the cultivation of microorganism.
Biosynthesis of alkaloids follows a characteristic pattern of idiophasic
accumulation of the product.
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The maximal yields of alkaloids were obtained in the culture of
C. paspali in the medium with mannitol and ammonia succinate (from
l1°/o to 14% of dry matter in the medium) and amounted to about 2.2
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