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1. Ovod

Pfi pripravé klavinovych alkaloidii submerznimi kul-
turami houby Claviceps s dlouhodobymi inckulaénimi
i produkénimi fézemi je ekonomicky velmi v§znamné
zajistit sterilitu fermentacnich procest. Bakteridlnimu
znecisténi pomalu rostoucich kultur Claviceps je tieba
zabranit zejména v pocatecni fazi fermentace. Pro tento
Gcel se jako o vhodném sirokospektrém antibiotiku s mi-
nimalnim vlivem na rist hub [2, 3] uvaZuje i o chloram-
fenikolu (CHF). Cilem této prdce bylo vySetiit vliv CHF
na riist mycelia a produkci klavinov§ch alkaloidd sub-
berznimi kulturami Claviceps.

2. Materiil a metody

V experimentech byla pouZita saprofytni kultura Cla-
viceps fusiformis kmen W1 (6] vyrostld na T2 médiu
[7]. Submerzni kultivace inokula&niho i produkéniho fer-
mentaéniho stupné probihala v 300 ml Erlenmeyerovych
barikdch s plnénim 60 ml média na rotaéni tfepacce
(240 ot.min-1, excentr 25mm) v temnu pii 24 + 1 °C.

Hlavnimi sloZkami inokulaéniho i produké&éniho média
byla sachar0za a kyselina jantarova. Hlavnim zdrojem
uhliku v inokula&nim médiu byl kukufiény vy¢luh a v pro-
duk&nim médiu siran amonny. CHF bylo pouZito ve form#
chloramfenikoljantaranu sodného (SPOFA).

Celkové mnoZstvi klavinovych alkaloidd bylo stanove-
no van Urkovym ¢inidlem [5]. Relativni celkova produk-
ce alkaloidi byla urfena jako pomér celkové produkce
alkaloidi pii sledované koncentraci CHF a kontrolni pro-
dukce alkaloidd bez CHF a vyjadiena v procentech. Jed-
notlivé sloZky smési klavinovych alkaloiddi byly ur&eny
tenkovrstvou chromatografii podle Agurella [1] a kvan-
titativné vyhodnoceny densitometricky [4]. Suina myce-
lia byla stanovena gravimetricky.

3. Vgsledky

Ze zdvislosti mnoZstvi susiny mycelia kmene W1 na
koncentraci CHF v inokulaénim médiu (obr. 1) vyplyva,
Ze CHF ovliviiuje rlst mycelia. Toto ovlivnéni zavis{ na
délce fermentaéni pripravy vegeta&niho inokula. U devi-
tidennino a desetidenniho vegetativniho inokula se inhi-
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bice riistu mycelia projevuje pfi koncentracich od 140
g CHF .ml-! média. S délkou fermentalni pfipravy ve-
getativniho inokula se inhibice riistu mycelia CHF zmen-
Suje. U tfinactidennfho vegetativniho inokula je mnoZ-
stvi sufiny mycelia na koncentraci CHF téméf nezdvislé.
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Obr. 1. Zdvislost mnoZstvi suliny mycelia na koncentraci
chloramfenikolu v inokula®nim médiu pro 9, 10
a 13denni vegetativni inokulum.

V prvni sérii experimentdlniho hodnoceni zévislosti
produkce alkaloidi na koncentraci CHF (obr. 2 — obr.3)
bylo pouZito jedendctidenniho vegetativniho inokula. Na
obr. 2 je uvedena zdvislost relativni celkové produkce
alkaloidd na koncentraci CHF v inokula&nim médiu pro
12denni, 17denni a 21denni dobu produk&ni fermentace.
Je zfejmé, Ze inhibice biosyntézy alkaloidi pro 12denni
a 17denni fermentaci nastdvd od koncentrace 275 ug
CHF . ml-! inokulatniho média a Ze s rostouci koncen-
tracf CHF se inhibice zvé&tSuje. Podstatn& odliSnd je v3ak
zavislost relativni celkové produkce alkaloidi na kon-
centraci CHF pro 2ldenni fermentaci. V tomto pripadé
inhibice produkce alkaloidii pfi vy38ich koncentracich
CHF tém&F nenastdvd. Stejny charakter zavislosti se
experimentdln® ziskd pfFi pFiddni stejnych koncentraci
CHF jak do inokula&niho, tak do produkéniho média
(obr. 3). V této varianté pokusu je v 12denni a 17denni
fermentaci biosyntéza alkaloidd inhibovdna vyraznéji neZ
v pFedeslém piipadé. AvSak stejné jako v predeSlém pri-
padé se vliv CHF neprojevuje u 2ldenni fermentace.
Experimentdlni vysledky pro pouZiti CHF pouze v pro-
dukénim médiu jsou uvedeny na obr. 4. Pro sledovanou
12denni, 17denni a 2ldenni fermentaci dochazi k velmi
vyrazné inhibici produkce alkaloidl. Inhibice nastdva pfi-
blin& od koncentrace 550 ug CHF.ml-! produké&niho
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Obr. 2. Zdvislost relativni produkce alkaloidi na kon-
centraci chloramfenikolu pridaného do inokulaé-
niho média pro 12., 17. a 21. den produkéni fer-
mentace.

média. Relativni celkova produkce alkaloidili klesd s kon-
centraci CHF prakticky stejnym zplisobem pro vSechny
sledované doby fermentace.

Zavislost mnoZstvi suSiny mycelia z 21. dne produkéni
fermentace na koncentraci CHF a zplisobu jeho pouZiti
je uvedena na obr. 5. Je-li CHF pfidan pouze do pro-
dukéniho média nebo ve stejnych koncentracich do ino-
kulaéniho i produkéniho média, je mnoZstvi suSiny my-
celia pro vSechny pouZité koncentrace CHF témér stejné.
Pfi koncentraci 550 ug CHF .ml-! produk&éniho média
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Obr. 3. Zdvislost relativni produkce alkaloidii na koncen-
traci chloramfenikolu pFidaného ve stejngch kon-
centracich do inokulaéniho i produkéniho média
pro 12., 17, a 21. den produkéni fermentace.
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Obr. 4. Zdvislost relativni produkce alkaloidd na koncen-
traci chloramfenikolu pridaného do produkéniho
média pro 12., 17. a 21. den produkéni fermentace.
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Obr. 5. Zdvislost relativni suSiny mycelia pro 21. den pro-
dukéni fermentace na koncentraci chloramfeni-
kolu a zpisobu jeho priddvdni do médii. IM —
inokulaéni médium, PM — produkéni médium.

dochdzi pFibliZné& k 10% inhibici rastu mycelia a p¥i kon-
centraci 1100 ug CHF . ml-lprodukéniho média pribliZng
k 25% inhibici. Inhibice riistu mycelia se viak neprojevu-
je po priddni CHF pouze do inokula¢niho média.

V druhé sérii pokusli bylo pro submerzni fermentaci
pouZito tfindctidenniho vegetativniho inokula. CHF byl
pfidan pouze do inokula¢niho pfi pfipravé vegetativniho
inokula. V celém rozsahu pouZitych koncentraci 0—1 380
ug CHF . m1-1! inokulaéniho média se vliv CHF prakticky
neprojevil ani na mnoZstvi sudiny mycelia, ani na cel-
kové produkci alkaloidi.

V Zadném z provedengch experimentl nebylo spektrum
klavinovych alkaloidii pfiddnim CHF ovlivnéno.

Orienta¢nim hodnocenim bylo zjiit&no, e CHF v kon-
centracich od 70 do 140 ug.ml-! média mél bakteriosta-
tickg ucinek na rody Bacillus, Macrococcus, Staphylo-
coccus a Sarcina.

4. Z&vér

Uvedené vysledky ukazuji moZnost pouZiti CHF jako
ochranného prostfedku proti bakteridlnim kontamina-

cim pfi submerzni kultivaci kultur Claviceps. Vliv CHF
v koncentracich pFiblizn& od 70 do 255 ug.ml-! média
pouze malo ovliviiuje kone¢nou celkovou produkci alka-
loidd pro v3echny zplisoby pouZiti CHF. Pfi vy3Sich kon-
centracich, pfibliZné od 550 ug CHF . ml-! média, docha-
zi k vyrazné inhibici kone¢né produkce alkaloidl po pfi-
ddni CHF jen do produkéniho média, zatimco v ostatnich
dvou pripadech inhibice prakticky nenastava. Z uvede-
neého vyplyva, Ze z hlediska zachovani celkové produkce
alkaloidli je podstatné pfidani CHF do inokula¢niho mé-
dia. Prakticky vyznamny je poznatek, Ze spektrum alka-
loidli neni CHF ovlivnéno.

Literatura

[1] AGURELL, S.: Acta Pharmaceutica Suecica 2, 1965, s. 357—374.

[2] HAHN, F. E.: Antibiotics I, Mechanism of Action (Eds. Gottlieb,
D., Shaw, P. D.) Springer-Verlag Berlin, New York, 1967,
S. 308—330.

[3] PESTKA, S.: Ann, Rev Microbiol 25, 1972, s 487—562.

[4] PROSEK, M., KUCAN, E., KATIC, M., BANO, M.: Chromatografia
10, 1977, s. 147.

[5] ROBBERS, J. E. et al.: ]. Bacteriol. 112, 1972, s. 791—796.

(6] REHACEK, Z., SA|DL, P., KOZOVA, |., KREN, V., a RYLKO V.: Cs.
patent, 1934, PV 8832-84.

[7] SPALLA, C.: Genetics of Industrial Microorganisms (Eds. Vanék,
Z., HoStalek, Z. a cudlin, ].) Elsevier, Amsterdam, 1973, s. 393.

Chométova, S., Pilat P., Hrub4, J. Vliv chloramfenikolu
na produkci klavinov§ch alkaloidii submerznimi kultura-
mi Claviceps. Kvas. prim., 32, 1986, ¢. 6, s. 135—138.

Prace pojednédvd o vlivu chloramfenikolu na rist myce-
lia a produkci alkaloidd p¥i submerzni kultivaci Clavi-
ceps. Chloramfenikol inhibuje riist mycelia a produkci
klavinovych alkaloidii v inokulaéni f4zi do koncentrace
275 ug.ml-1 pidy a v produkéni fazi od 550 ug.ml-?!
pidy. Mira inhibice zédvisi na délce kultivace. Inhibice
ristu mycelia i produkce alkaloidli se projevuje pfede-
v8im v prvni ¢asti fermentace. Podle zplsobu pouZiti
chloramfenikolu se produkce alkaloidi na konci pro-
dukéniho procesu bud sniZi, nebo ziistane zachovana.
Az do sledované koncentrace 1100 ug.ml-! pady neni
spektrum alkaloidii chloramfenikolem ovlivnéno. Z vy-
sledki vyplyvd moZnost pouZiti chloramfenikolu k anti-
bakteridlni ochrané fermentace bez podstatného ovlivné-
ni produkce alkaloidd.

Xomarosa, C., Muaar I, I'py6a S.: Bauauue xnopamde-
HHKONMA Ha o6Gpa3oBaHHe KJIaBHHOBBIX AJKAJOHAOB NPH Ciay-
OMHHOM BblpallUBAHHH KYJbTypsl Claviceps fusiformis.
Ksac. npym. 32, 1986, Ne 6, cTp. 135—138.

Pa6ora ananusnpyer BJIHAHHe XJopaM(eHHKO.1a HAa pocT
MHLeaHsT ¥ oOpa3oBaHHe aJKaJOHJOB NpPH TVIYGHHHOM BBI-
pamuBaHnH KyJabTypsl Claviceps fusiformis. Xmopamdenn-
KOJ1 NOJaBJIsieT POCT MHIUEIHS ¥ o6pa3oBaHHE KJIABHHOBBIX
4JKaJ0H/I0B B NMOCEBHOH (ha3e ¢ KOHIeHTpalHed 275 yrma—1
cpebl. CreneHb TNOJABJEHHST 3aBHCHT OT INPOMOJKEHHS
KyapTBauuu. Ilonasnenne pocra Mmuueans u o6GpasoBanHe
aJIKAJIOH10B BHIPAZKEHO TpeikJe Bcero B nepBoil ¢ase ¢ep-
mentauuu. Ilanenne mam coxpaHeHne oGpa3oBanHA aJIKa-
JIOHA0B B KOHUE ()epPMEHTAUHOHOTO Ipollecca 3aBHCHT OT
cnoco6a HCMoJb3oBaHHs XJopaM@enHkoga. XaopaMdeHHKo
B KoHUeHTpauuu 10 1 100 gr.ma—1 cpensl He HMeeT BJIHAHHS
Ha CHEKTP aJka/JoH10B. Pe3yabTaThl HccIelOBaHHI NOKa-
3BIBAKOT, UYTO XJopaM(peHHKOJ obecneuHBaeT aHTHOAKTepH-
SJIbHYIO 3alHTY (DepPMEHTAUHOHHOTO TIpollecca He OKa3blBast
10/1aBJSOILEr0 BJHAHHA Ha o6pa3oBaHHE aJIKaJOHIOB.

Chomatova S., Pilat P., Hruba ].: Effect of the Chloram-
phenicol on the Submerged Clavine Alkaloid Biosynthesis
by Claviceps fusiformis. Kvas. prim. 32, 1986, No. 6, pp.
135—138.

The paper deals with the chloramphenicol effect on
the culture growth and alkaloid biosynthesis during the
submerged cultivation of Claviceps fusiformis WI. Chlo-
ramphenicol inhibition of both the growth and production
was observed in the inoculation phase (at 275 ug.ml-1)
and in the production phase (at 550 ug — ml-1). The
inhibition extent depends on the cultivation time. The
mycelia growth and product biosynthesis suppression
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occur above all in the first part of the process. The
product of biosynthesis remains the same or decreasses
according to the manner of inhibitor dosing. The alkaloid
spectrum produced is not influenced by chloramphenicol
in the concentration range 0—1100 ug.ml-1. The results
show the possibility of applying chloramphenicol to the
antibacterial protection of the fermentation without
substantial negative effects on alkaloid biosynthesis.

Chomatova, S. - Pilat, P. - Hrub4, ].: Einfluss des Chloram-
phenikols auf die Alkaloidbildung von Claviceps fusi-
formis. Kvas. priim. 32, 1986, Nr. 6, s. 135—138,

Die Arbeit befésst sich mit dem Einfluss des Chloram-
phenikols auf das Wachstum und Alkaloidbildung der

submerskultur von Claviceps fusiformis WIl. Wir stellten
den Hemmungsanfang des Wachstums und der Alkaloid-
bildung in der Inokulationphase bei der Konzentration
275 ug . ml-! und der Produktionphase 550 ug.ml-1! fest.
Das MaB der Hemmung héngt auf der Kultivationldnge
ab. Sie dussert sich vor allem in dem ersten Teil der
Kultivation. Die Alkaloidbildung auf der Prozessende
geht zuriick oder bleibt dieselbe im Vergleich mit der
Kontrolkultivation nach den Inhibitorabgaben. Das Alka-
loidspektrum ist bis zur Konzentration 1100 ug ml-1
nicht beeinflusst. Aus den Ergebnissen geht hervor, daf
die Verwendung des Chloramphenikols zum antibakteriel-
len Schutz der Fermentation ohne wesentlicher Einfluss
auf Alkaloidbildung moglich ist.



