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VyuZitie repnej melasy pre fermentaciu penicilinu V
J. FUSKA, I. KUHR, A. BENDA, L. IVANOV

Biottka, n. p., Slovenskd Lupca

Penicillium chrysogenum moze pre svoj rast vyuzivat rozliéné zdroje uhlika.
Na dosiahnutie maximalnej produkecie penicilinu sa dobre hodi laktéza, ktora
pridand do pddy na zaéiatku fermentacie zabezpeéuje u jednotlivych kmenov
optimalnu produkeciu. Viaceri autori sa usilovali nahradit laktézu inymi,
Iah8ie dostupnymi zdrojmi sacharidov, ako napriklad glukézou, sacharézou,
xylézou a Skrobom.

Moznost vyuzitia glukézy pre fermentaciu penicilinu rozpracoval M. J. John-
son [4]. Zistil, Ze pri pouziti glukézy mozZno dosiahnut rovnakd produkeiu
penicilinu ako pri pouziti laktézy. O rok neskér tento problém rozpracovali
dalej F. V. Soltero a M. J. Johnson [6]. Ako produkény kmen pouzili
Penicillium chrysogenum @ 176. Glukézu alebo sacharézu priddvali do fermen-
taénej pédy v rotadénych trepackich od 24. hodiny v koncentracii 0,5 % za
12 hodin. Podla dosiahnutych vysledkov optimalne koncentricie glukézy
boli 0,03 9, pri pouziti sacharézy 0,036 %,. Priaznivé vysledky dosiahli spo-
menuti autori aj za pouzitia galaktézy. Produkecia penicilinu zavisi pri uvede-
nych zdrojoch uhlika od pouzitého kmea [7]. Specidlne selektované kmene
metabolizuji sacharézu roznou rychlostou, ¢im je dand aj rychlost a celkova
vySka produkeie penicilinu. Pri pouziti kmenov selektovanych pre tieto Gdely
sa pri pouziti sacharézy dosiahla vyS$§ia produkeia penicilinu nez pri pouziti
kmenov pouZivanych pre fermentacie na laktézovych pédach.

V naSich pokusoch sme pre fermentaciu penicilinu V pouzili ako zdroj uhlika
surovi repni melasu. V prvej dasti pokusov sme porovnavali priebeh metabo-
lizmu cukrov a produkeiu penicilinu V u kmena Penicillium chrysogenum NH
na pdde, ktord obsahovala laktézu, éistt sacharézu alebo sacharézu vo forme
repnej melasy. V druhej ¢asti pokusov sme porovnavali produkeiu penicilinu
V u troch odli$nych kmetiov, a to Penicillium chrysogenum NH, Penicillium
chrysogenum N H 60 a Penicillium chrysogenum 165/16 na pdde, ktora obsahovala
sacharézu vo forme melasy. Posledné dva kmene déavaji na pédach s laktézou
vyssie vytazky penicilinu V riez kmen NH. Pokusy sme robili v laboratérnych
tankoch.
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Experimentilna Gast

Materidl a metédy
Produkény mikroorganizmus

Pre biosyntézu penicilinu sme pouzili geneticky odliSné kmene, a to Penicillium chry-
sogenum NH, NH 60 a 165/16. Kmene sme uchovdvali na Sikmom sporulaénom agare
pri teplote — 30 °C maximélne 30 dni.

ZloZenie inokulaénej pody

Na pripravu inokula sme pouzili pédu o tomto zlozeni: glukéza 4 g, kukuriény vyluh
(100 9, susiny) 2 g, uhli¢itan vdpenaty 0,2 g, dusiénan sodny 0,3 g, primérny fosforeénan
draselny 0,5 g, siran horeénaty 0,01 g, siran zino¢naty 0,002 g, siran mangdnaty 0,0007 g
a s6jovy olej 0,2 ml. pH pd6dy pred sterilizdciou bolo 5,7.

ZloZenie zdkladnej produkénej pbdy

Zakladnd produkénd pdda mala toto zlozenie: arachidovd muka 3 g, kukuriény vyluh
(100 9, susiny) 1 g, uhli¢itan vépenaty 0,75 g, siran horednaty 0,01 g, siran zinodnaty
0,002 g, tiosiran sodny 0,24 g, kyselina fenoxyoctovd 0,2 g, séjovy olej 0,5 ml, vodovodn4
voda 100 ml. Do tejto zdkladnej pddy sme pridévali cukry podla sposobu fermentécie.
Pri fermentécii na laktéze sme na zaciatku pridévali do pody 5 g laktézy. Pri tych podach,
kde sme pouzili ¢istu sacharézu alebo sacharézu vo forme melasy, pridali sme na zadiatku
fermentdcie do pody 0,8 g laktézy a 0,2 g distej sachardzy na 100 ml pédy. Zvysok cukrov
sme priddvali podas fermentédcie. Produkénd poéda mala pred sterilizédciou pH 5,4 — 5,7.

Priprava sacharézovych roztokov

Melasovy roztok sme pripravili takto: 300 g surovej repnej melasy sme vodovodnou
vodou doplnili na 1000 ml a pH roztoku sme kyselinou sirovou upravili na 4,5. Do roztoku
sme pridali 0,5 9%, aktivneho uhlia a po 15 minttovom zahrievani pri teplote 80 °C sme
roztok sfiltrovali. Ziskany filtrét sme doplnili na pévodny objem, pridali sme 35 g kuku-
riéného vyluhu a pH roztoku sme roztokom ldhu sodného upravili na 6,8 — 6,9.
Roztok sme 30 minut sterilizovali pri teplote 121 °C. Pred pouzitim sme sterilnym sp6-
sobom upravili pH roztoku kyselinou fosforeénou na 4,5. Pri pouziti éistej sacharézy
sme roztok nederili, ale len doplnili kukuriénym vyluhom.

Roztoky sme ddvkovali podla celkovej koncentrécie cukrov v pdde tak, aby sa ich
hladina pohybovala v rozmedzi 2—7 mg/ml. Ddvkovanie sme uskuto¢novali pomocou
infaznych flias, pripojenych k fermentadnym tankom, cez poéitad kvapiek.

Priprava tnokula

Inokulum sme pripravili v laboratérnom tanku, ktory sme naplnili 10 1 pédy uvedeného
zlozenia. Sterilizovali sme v autokldve 60 minut pri 121 °C. Po skondenej sterilizdcii sme
ochladent pdédu o¢kovali 100 ml 42 hodinového inokula. Kultivédcia prebiehala pri te-
plote 25 °C 18 hodin.

Fermentdcia

Tank sme plnili 101 produkénej poddy uvedeného zloZenia. Ochladenii pédu sme po
sterilizéeii o¢kovali inokulom v objeme 10 9% na objem pddy. Kultivdciu sme robili
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za ustaviéného miesania a prevzdusiiovania pri teplote 25 °C. Na odpeniovanie pédy sme
pouzivali surovy séjovy olej. Pri stipnuti pH nad 7,4 sme pédu upravili sterilnym rozto-
kom kyseliny fosforeénej. Pri fermentécii na sacharéze sme roztok cukrov pridédvali
pravidelne od 28. az 30. hodiny.

Aparatira

Vsetky pokusy sme robili v rovnakej aparatire. Pouzili sme laboratérne tanky z nehr-
dzavejuce]j ocele o celkovom obsahu 20 litrov. Tanky boli opatrené dvoma miesadlami vo
forme otvorenych turbin. Prenos kyslika stanoveny sulfitovou metédou [3] bol 2,33 mg
0, . ml-* . hod. %

Analytické metédy

Cukry sme stanovili modifikovanou metédou podla Bertranda [5].

Celkovy dusik sme stanovili Kjeldahlovou metédou [5].

Penicilin sme stanovili jodometrickou metédou podla J. F. Alicina [1] a paralelne
biologickou difdznou metédou [2] za pouzitia testovacieho mikroorganizmu Bacillus
subtilis SDPC 1:220. pH sme stanovili elektrénkovym pH-metrom Multoskop LP 23.

Suroviny

Laktéza: Obsah laktézy v tuhom produkte bol 97,8 %,.

Sacharéza: Obsah sachar6zy stanoveny po predchddzajiacej hydrolyze bol 99,6 9.

Melasa: Obsah sacharézy bol 53,2 9, obsah invertu 1 9,, obsah celkového dusika pred
derenim 2,3 9,, po vycereni 1,12 %,.

Arachidovd mitka odtuénend: Obsah dusika bol 7,28 9.

Kukuriény vyluh zahusteny: Susina bola 60 %, celkovy dusik 3,8 9%,.

Ostatné suroviny sa pouzili vo forme éistych chemikalii.

Vysledky

Pre porovnanie vysledkov dosiahnutych pri pouZiti melasy ako zdroja uhlika
uskutoénili sme s kmetiom Penicillium chrysogenum NH niekolko od seba
nezavislych fermentéacii. Fermentovalo sa za rovnakych podmienok, na rov-
nakych zakladnych produkénych poédach, kde sa ako zdroj uhlika pouzila
laktoéza, ¢ista sacharéza a sacharéza vo forme surovej repnej melasy. Dosiah-
nuté vysledky st zhrnuté na obr. 1, 2 a 3. U kmetia Penicillium chrysogenum
NH bol metabolizmus laktézy rychlejsi neZ metabolizmus sacharézy. Rych-
lost spotreby sacharézy bola rovnakd bez ohladu na to, &isa priddvala v Sistej
forme alebo vo forme melasy. Czlkove vys§ia spotreba cukrov, najmi za po-
uzitia ¢istej sacharézy zavisela od dlhsej doby fermentéacie. Rychlost metaboliz-
mu dusika nebola pri vSetkych pouZitych cukroch rovnaka. Najrychlejdiu
spotrebu dusika mal kmeni NH na p6de s melasou, zatial ¢o rychlost spotreby
dusika na pédach so sacharézou a laktézou sa takmer neli§ila. Rychlost pro-
dukeie bola najvéésia i najrovnomernej$ia pri pouziti melasy. Rychlost pro-
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Obr. 1. Produkeia penicilinu V na péde s laktézou. Pouzity kmen Penicillium chrysogenum
%
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1. pH; 2. laktéza mg/ml; 3. penicilin V mj/ml.
X hodnota pH,
O koncentracia cukru mg/ml,
A koncentrdcia penicilinu V mj/ml.
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Obr. 2. Produkeia penicilinu V na péde so sachar6zou. Pouzity kmen Penicillium chrysoge-
num NH.
Oznadenie kriviek ako na obr. 1.
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dosiahnut4 na sacharéze zavisela od predizenej doby fermentécie.
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Obr. 3. Produkeia penicilinu V na pdde s repnou melasou. PouZity kmen Penicillium
chrysogenum NH.
Oznadenie kriviek ako na obr. 1.
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Obr. 4. Produkeia penicilinu V na pdde s repnou melasou. Pouzity kmet Penicillium
chrysogenum NH 60.
Oznadenie kriviek ako na obr. 1.
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Obr. 5. Produkeia penicilinu V na pdéde s repnou melasou. Pouzity kmen Penicillium
chrysogenum 165/16.
Oznadenie kriviek ako na obr. 1.

Pri porovnavani vitdlneho stavu najlepSiu vitalitu mal kmeni NH na pode
s &istou sacharézou, o umoznilo predizit dobu fermentécie. Pri pouZiti melasy
bol kmen NH po morfologickej stranke mierne pozmeneny. Vldkna boli tensie,
na koneci hlboko rozoklané, bez typického zhrubnutia, priéom bolo pozorovat
slabé vetvenie vlakien.

Pre porovnanie vhodnosti melasy ako zdroja uhlika aj pre iné kmene usku-
toénili sme fermentacie na melasovej péde za pouzZitia daldich dvoch geneticky
odlidnych kmernov. Priebeh metabolizmu tychto kmetov je uvedeny na obr. 3,
4 a 5. Spotreba cukrov u v8etkych troch kmenov bola od zadiatku do konca
fermentéacie rovnaka. Pri porovnani rychlosti spotreby cukrov vidiet, Ze naj-
rychlejdiu spotrebu mal kmen 165/16. Rovnaké zavislosti uvedenych troch
kmeniov sa ukazali aj pri porovnavani metabolizmu dusika, kde najrychlejsiu
spotrebu mal takisto kmen 165/16. Celkova produkeia penicilinu V bola u kme-
na NH najvysSia, ale najrychlejsia produkeia v zavislosti od dasu sa zistila
u kmetia 165/16. Tento kmen mal v8ak dobu fermentdcie kratsiu, ¢o sa preja-
vilo i na celkovej produkeii penicilinu.

Diskusia

Vyuzitie repnej melasy ako zdroja uhlika pre fermentaciu penicilinu zavisi
od niekolkych faktorov. Predovietkym je to pouZity kmeri. Pri pouZiti vhod-
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ného kmena moZno na pédach s melasou dosiahnut rovnaku produkeiu penici-
linu ako na poédach s laktézou. PouZitie repnej melasy ako zdroja uhlika sa
u niektorych kmetov prejavuje zrychlenou spotrebou cukrov, zvy$enym na-
rastom suSiny a spomalenim produkcie penicilinu. V priebehu fermentdcie
dochéddza k morfologickym zmenam kmena. Kmene nevhodné pre vyuzivanie
cukrov vo forme melasy rychle plazmolyzuji a tym predéasne ukonéuja pro-
dukéni fazu. Znaény vplyv na produkciu penicilinu ma i rychlost pridavania
cukrov, ako aj ich celkova koncentracia v pdde. Rychlost priddvania cukrov ma
byt priblizne 0,5 9%, za 12 hodin. Pri pouziti vhodného kmeria neovplyviiuje
vysoky obsah anorganickych soli a betainu celkovi produkeiu penicilinu.

Pri porovnavani celkovej produkénej schopnosti pouzitych kmetiov sa uka-
zalo, Ze kmen NH s nizSou produkciou na pddach s laktézou dava za pouzitia
repnej melasy vy$Siu produkeiu penicilinu nez kmene NH 60 a 165/16.

Zaiver

Overila sa moznost vyuZitia surovej repnej melasy ako zdroja uhlika pre
fermentédciu penicilinu. Vhodné vyuZitie tejto suroviny zavisi od pouzitého
kmena, od rychlosti priddvania cukrov a od ich celkovej koncentracie pddy.
Pri pouziti vhodného kmeria dosiahnu sa na pédach s repnou melasou vyssie
produkeie penicilinu nez na podach s laktézou. Vysoky obsah anorganickych
soli a betainu, ktoré si pritomné v melase, md nepriaznivy vplyv len na nie-
ktoré produkéné kmene.

Stuhrn

V laboratérnych pokusoch v 201 tankoch sme porovnavali produkeiu peni-
cilinu V u kmenia Penicillium chrysogenum NH na podach s laktézou, so sacha-
rézou a s repnou melasou. Pouzili sme metédu postupného priddvania rozto-
kov cukrov alebo melasy podas fermentacie.

Vysledky ukazali, Ze na poédach so sacharézou a melasou mozno dosiahnut vys-
Sie vytazky ne# na poédach s laktézou. Toto sa dé vysvetlovat predizenim
produkénej fazy fermentécie.

Kmene Penicillium chrysogenum NH 60 a 165/16, ktoré na podach s laktézou
davaji vysSiu produkeiu penicilinu V nez kmen NH, boli v porovnani s tymto
kmeriom na poéde s melasou menej produktivne.

Produkeia penicilinu V zavisi od pouzitého kmeria, od koncentricie cukrov
v pdde a od rychlosti pridavania cukrov podas fermenticie. Pridavok mé byt
priblizne 0,5 %, kazdych 12 hodin.

Nepriaznivy vplyv vysokej koncentricie anorganickych soli a betainu
v melase sa neprejavuje u v8etkych kmeriov.
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HNCIIOJIb30BAHUE CBEKJOBHUYHON ITATOKH OJA ®EPMEHTAIIUU
NEHUOMJIJAITHA V

. ®ycra, 1. Kyp, A. Benga, JI. IBaHOB

Brotnka, H. n., CioBercka Jlymua

B na6opaTopHBIX dKCIIEDEMEHTAX B IMCTEPHAX eMKOCTHI0 20 JI CONOCTAaBISAIACH BHIXOMLI
neHnnuiannHa V y mramma Penicillium chrysogenum NH Ha MUTaTeIbHOR cpefie ¢ JIaKTO301,
©axapo3oil ¥ CBEKJIOBMYHOH ITaToKoit. Myl npuMeRuIM METOX mociiefoBaTeaLHOro NpubaBia-
BaHHA PACTBOPOB CaxapoB HJIHM NATOKU B TeYCHUH ()epMCHTANMU.

PeaynbpTaThl MOKA3ajJM, YTO HA IHTATEJBLHBIX CPeJaX € CaXapo3oil M NATOKH MOKHO
IocTHUL (oJIee BHICOKHX BEIXOJOB, UeM HA CPefax C JAKTO30d. JT0 OOBACHAETCA C yIUIHHE-
HIIeM IPOM3BOAUTENBLHOTO (hasuca (epMEHTAIIMH.

Mrammur Penicillium chrysogenum NH 60 m 165/16, KoTophle MpPou3BOAAT GoibOie
neHENIUIIMHEA V Ha MATATeNbHLIX CpefaX ¢ JIaKTo3oil yem mramv NH, okasainch B CpaBHe-
HWM ¢ HOCJIEHUM IUTAMMOM B Cllyyae IIaTOKM MeHee IIPOM3BOMTEIbHLIMA.

ITpousBoncTBO MeHMOUIIHHA V 3aBUCUT OT IIPUMEHEHHOTO HITAMMA, OT KOHIERTpALAA
caxapoB B NNTaTeJIbLHOH cpefic U OT CKOPOCTH NMpuOaBIMBAHASA CaXapoB B TeYeHUH (epMeH-
Tanuu. JTO JOJKHO COCTABIATL mpudausurensso 0,5 9% B TeueHum 12 4acos.

Bricokas KOBINEHTpanus HeOPraHHTeCKUX cojiell i 6eTamna B maToKe He MeImaeT y BCex
IITaMMOB.

NUTZBARMACHUNG DER RUBENMELASSE FUR DIE FERMENTATION
VON PENICILLIN V

J.Fuska, I. Kuhr, A. Benda, L. Ivanov

Biotika, Nationalunternehmen, Slovenskd Lupda

In Laboratoriumsversuchen haben die Autoren in 201 Tanks die Produktion von
Penicillin 'V beim Stamm Penicillium chrysogenum NH auf Béden mit Lactose, mit
Saccharose, und mit Riibenmelasse verglichen. Dazu benutzten sie die Methode eines
fortschreitenden Zusetzens der Losungen der Zucker oder der Melasse wihrend der
Fermentation.

Die Ergebnisse erwiesen, dass es auf Béden mit Saccharose und Melasse moglich ist,
hohere Ausbeuten als auf Béden mit Lactose zu erzielen. Dies ldsst sich durch eine Verldn-
gerung der Produktionsphase der Fermentation erkldren.

Die Stamme Penicillium chrysogenum NH 60 und 165/16, die auf Boden mit Lactose
eine héhere Produktion von Penicillin V ergeben als der Stamm NH, waren im Vergleich
mit diesem Stamm auf einem Boden mit Melasse weniger produktiv.

Die Produktion von Penicillin V héngt von dem verwendeten Stamm, von der Konzen-
tration der Zucker im Boden, und von der Geschwindigkeit des Zusetzens der Zucker
wihrend der Fermentation ab. Diese soll anndhernd 0,5 9, fiir jede 12 Std. sein.

Der ungiinstige Einfluss einer hohen Konzentration von anorganischen Salzen und
Betain kommt nicht bei allen Stdémmen zum Ausdruck.
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