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OBOHATENIE KUKURICNEHO VYLUHU A MELASY AKO ZIVIN
PRE PRODUKCIU CHLORTETRACYKLINU (AUREOMYCINU)
BIOMASOU A PRODUKTMI METABOLIZMU LAKTOBACILOYV (I)

E. BELIK, J. ZELINKA
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Pokusné pracovisko kukuriéného vyluhu Slovenskych Skrobarni, n. p., Boleraz

Pri vyrobe antibiotik délezita tlohu okrem $pecidlne upravenych péd ma
predov$etkym kvalita pouzitych surovin, a to najmé takych, ktoré predtym
tvorili odpady v potravinarskom priemysle.

Jednou z dolezitych odpadovych surovin je kukuriény vyluh (corn-steep
liquor). Pri vyrobe antibiotik, predov8etkym penicilinu, je kukuriény vyluh
zakladnou surovinou a jeho akost mé podstatny vplyv na dosiahnuté vy-
tazky [1, 2, 3, 4].

V predchadzajucej praci [5} J. Zelinka sledoval vplyv kukuriéného vy-
luhu $pecidlne upraveného biomasou a produktmi metabolizmu laktobacilov
na produkeiu penicilinu.

Aj pri dalsich antibiotikach, ktoré st produkované aktinomycétami (napr.
streptomycin, chlértetracyklin (CTC), oxytetracyklin), pouziva sa kukuriény
vyluh, avSak v mensich koncentraciach [6, 7]. Podla niektorych autorov
[8, 9, 10] mozno kukuriény vyluh nahradit napr. mésovymi vytazkami, ry-
bimi macékami, pepténom a pod., ale za nasich podmienok je pouzitie kvalit-
ného kukuriéného vyluhu ekonomickejsie. Preto sa zlepSeniu kvality tejto
suroviny na Pokusnom pracovisku v Bolerazi venuje zvySend pozornost.

Nehomogénnost jednotlivych Sarzi kukuriéného vyluhu spdsobuje koli-
sanie vytazkov aureomyecinu, ktoré sa podla nasich skisenosti z laboratérnej
fermentécie pohybuje od 800 do 1300 y/ml. Dalsou odpadovou surovinou je
melasa, ktord sa pouZiva pri priprave fermentaénych pdd pre produkeiu CTC,
zatial ¢o vo fermentaénych podach sa pri ostatnych antibiotikdch tato suro-
vina doteraz nevyuZziva. Je zaujimavé, Ze prave v pddach pre fermenticiu
chlértetracyklinu pridanim 0,2 9, melasy st podla van Dycka a de So-
mera produkéné vysledky viac nez o 30 9, vyssie, ¢o predstavuje priemerna
produkciu asi 1200 y chlértetracyklinu na 1 ml. Toto potvrdili aj nase pokusy,

.aviak s tym rozdielom, Ze sme pouzivali repni melasu, zatial ¢o van Dyck
a de Somer pouzili pravdepodobne trstinovi melasu. Trstinovd melasa lisi
sa od repnej melasy chemickym zloZenim a obsahom vzrastovych latok.

PretoZe biologickd hodnota jednotlivych $arzi pri kukuriénom vyluhu a me-
lase moze byt éasto rézna, sledovali sme pomocou biologickych testov kvalitu
tychto surovin beine vyrobenych, ako aj upravenych spésobom opisanym
pre produkciu chlértetracyklinu. Postup tGpravy surovin sme volili preto,
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lebo sme r. 1954 zistili, Ze je mozné zvysit produkeciu chlértetracyklinu oboha-
tenim kukuriéného vyluhu a melasy biomasou a produktmi metabolizmu lak-
tobacilov z 1100 y na 1400—1500 y CTC/ml.

Experimentalna ¢ast

1. Na pokusy sa pouZila obycajné kukuriénd mééacia voda z previdzky. Jedna &ast
tejtovody saza obvyklychprevddzkovych podmienok zahustila vo vékuovych odparkéch
(liatinové a z nehrdzavejicej ocele) pri teplote 60 °C a sluZila ako kontrola, zatial &o
druhé &ast sa odparila podstatne SetrnejSim spoésobom v sklenej vakuovej odparke pri
teplote 25—30 °C. Priemernd doba odparovania pri jednotlivych prevédzkovych SarZiach
bola 71, hodiny, kym prilaboratérne zahustenych SarZiach 3 hodiny. Tymto spésobom
sa pripravili 4 paralelné SarZe. Pri vSetkych takto vyrobenych, ako aj dalsich kukurié-
nych vyluhoch sa su§ina stanovila podla Markusona [11].

Biologicku hodnotu tychto vzoriek sme stanovili fermentaénym postupom na reci-
prokej trepatke metédou, ktoru opisal B&lik [12]. PouZili sme kmeii Streptomyces aureo-
faciens Bg-16-3. Tymto postupom sme vo vSetkych v praci uvedenych pripadoch urobili
trikrét vyhodnotenie vidy po 6 paralelnych bankéch; 3 banky sme pouZilipre stanovenie
obsahu CTC na treti defi a 3 banky na Stvrty deii. Antibiotikum sme titrovali modifiko-
vanou difiiznou metédou podla Hessa [13] a metédou kolorimetrickou.

Tabulka 1
SarZa kukuncneho 3 priemer ¢ e dial
vyluhu odparka » CTC/ml % rozdielu
1 prevédzkova 1075
sklend 1115 +4
2 prevadzkova 1143
sklend 1181 +3
3 prevadzkové 1138
sklend 1137 —
4 previdzkova 1038
skleng 1085 +4

* Percentudlny rozdiel sa vidy vztahuje k previdzkove odparenému kukuriénému
vyluhu (kontrola).

Dosiahnuté priemerné vysledky uvedenych Styroch paralelnych SarZi st zhrnuté
v tab. 1.

2. Po overeni uvedenych vysledkov, z ktorych je zrejmé, %e kvalita kukuriéného
vyluhu nie je ovplyvnené odparkou z liatiny a z nehrdzavejacej ocele, bolo mozné pri-.
kroéit k priprave surovin obohatenych biomasou a produktmi metabolizmu laktoba-
cilov v laboratérnom rozsahu.

Obohacovanie sa robilo dofermentovanim, a to dvoma spésobmi: Jedna ast prevéddz-
kovej kukuriénej méacacej vody bola kultivovans spontdnne bez upravy pH a bez po-
uzitia inokulécie, zatial éo druhé &ast bola po tprave pH. inokulovan4 kultirou Lacto-
bacillus Delbriickii S-64 (LD S-54). Sponténna kultivdcia mééacej vody sa robila v skle-
nej nddobe pri teplote 50 °C. Podas kultivdcie sa v 33. a 50. hodine odoberali vzorky,
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ktoré sa beZnym spOsobom zahustili v sklenej laboratérnej védkuovej odparke. Druhé
dast méadacej vody sa 20 minut &iastobne sterilizovala v prudiacej pare. Po iprave pH
pomocou CaCO, sa inokulovala kmefiom LD S-54 a kultivovala rovnakym sp6sobom
v sklenej nddobe pri teplote 50 °C.

Inokulum LD S-54 sa pripravilo na pode tohto zloZenia: 2200 ml médacej vody, 100 g
kukuriéného cukru, 5 g melasy, 2 g (NH,),SO,, 30 g CaCO;; pH po 45 minttovej sterili-
zécii pri 115 °C bolo 6,8.

Pripravené inokulum sa pouZilo v mnoZstve 10 %. Po 50 hodinovej fermentécii pri
teplote 50°C bola médacia voda v sklenej odparke zahustené. S takto ziskanymi vzorkami
sa fermentoval chlértetracyklin, priéom sa dosiahli priemerné produkéné vysledky
(tab. 2).

Tabulka 2
kukuriény vyluh priem;a}rréé,Tg/rs&ukcia % kontroly*
pdévodna madacia voda (kontrola) 1230
sponténne kultivované 33 hodin 1294 105
sponténne kultivované 50 hodin 1349 110
poinokuléciikultivované 50 hod. 1353 110

* Percentudlny rozdiel sa vztahuje na poévodni maéaciu vodu.

3. Melasa sa obohacovala podobnym postupom ako pri dofermentovani kukuriéného
vyluhuinokuldciou kmetiom LD S-54. P6vodna melasa o suine 81 9, sa pred inokuléciou
za udelom dobrého rastu laktobacilov upravila takto: 2840 g melasy, 45 g kukuriéného
vyluhu, 18 g (NH,),80,, 150 g CaCO,, do 18litrov vody; pH po 45 minutovej sterilizdcii
pri 115 °C malo hodnotu 6,8.

Po vytemperovanina kultivaéni teplotu 50 °C sa melasové zépara 60 hodin inokulo-
vala 2200 ml kultury LD S-54. Inokulum sa pripravilo na pdde tohto zloZenia: 200 g me-
lasy, 5 g kukuriéného vyluhu, 2 g (NH,),SO,, 30 g CaCO,, do 2litrov vody; pHpo 45 mi-
nutovej sterilizéeii pri 115 °C bolo 6,8.

Fermentovalo sa v sklenej nddobe pri teplote 48—50 °C. Vzorky sa odoberali po 24,
48,78, 96 a 120 hodindch. Odobrané vzorky sa zahustili v sklenej odparke a po stanoveni
suSiny sa pou#ili na pripravu fermenta&nej poédy pre CTC. Produkéné vysledky st uve-
dené v tab. 3.

Tabulka 3

vzorka melasy priemexj-}ngl}‘)é;)glilkcia % kontroly
pév;dné melasa (kontrola) 1230 | —
melasa fermentovand 24 hodin 1391 113
melasa fermentovand 48 hodin 1385 ——W—_
melasa fermentovand 78 hodin 1458 118
melasa fermentovand 96 hodin 1420 . 115
melasa fermentovand 120 hodin o 1350 110
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4.V dalSom boli vyrobené SarZe obsahujuce prekvasent melasu a dofermentovanu
kukuriént méadaciu vodu. Melasa bola fermentovand 78 hodin, kukuriénd madacia voda
67 hodin. Postup priinokuléeii, ako aj fermentécii bol ten isty, ako sme uz uviedli. Pred
zahustenim boliobidve fermentovanékvapaliny zhomogenizovaré v pomere 2 : 5avskle-
nej vadkuovej odparke zahustené. Tento pomer bol zvoleny preto, Ze fermentadné péda
pre produkeiu chlértetracyklinu obsahuje uvedené suroviny v rovnakom pomere. Po
stanovenisuSiny sa navéZilo do fermentaénej pédy pre produkeciu CTC 0,5; 0,6 a 0,7 9
(na 50 9 suSinu). Ziskané produkéné vysledky sti zhrnuté v tab. 4.

Tabulka 4

priemerné produkeia

surovina » CTC/ml % kontroly
p(‘)vﬁdné melasa + p(‘)vodnf kukurié;xr);r;
vyluh (kontrola) 1230 —
doferm. melasa 4+ doferm. KV (0,5 9,) 1613 131
doferm. melasa + doferm. KV (0,6 %) 1619 131
doferm. melasa + doferm. KV (0,7 %) 1669 ) 135

Vsetky préce boli vykonané v laboratérnom rozsahu. Pri tudiu vplyvu biomasy
a produktov metabolizmulaktobacilov sa v tejto préci pouZilina pokusy beZné obchodné
produkty kukuriéného vyluhu a melasy. V dalSom prispevku, ktory bude nadvizovat
na tuato précu, budeme sa venovat dékladnému analytickému a biochemickému rozboru
tychto surovin, ako aj priebehu zmien poéas dofermentovania.

Sthrn

Laboratérnou fermentaciou na reciprokej trepacke sa zistilo, Ze produkcia
chlértetracyklinu nie je zasadne ovplyviiovana doteraj$im spdsobom prevadz-
kového zahustovania kukuriéného vyluhu, pretoze §tyri rovnaké Sarze méica-
cej vody, ktoré boli zahustené pri podstatne nizsej teplote a za kratsiu dobu
v sklenej vdkuovej odparke, nejavili diferencie v produkeii chlértetracyklinu.

Pri dofermentovani kukuriénej madacej vody spontanne, ako aj inokulaciou
kmetiom Lactobacillus Delbriickii S-54 vykazuju takto ziskané suroviny pri
fermentdcii chlértetracyklinu zvysena produkein maximalne o 10 %,.

Ak sa pri produkeii chlértetracyklinu pouzije Zivnd pdda obsahujica fer-
mentovani melasu, produkeia chlértetracyklinu sa zvysi maximdlne o 18 9%,.

Ovela vy&$iu produkeiu chlértetracyklinu (az 35 9,) mozno dosiahnut, ak
sa pouzije dofermentovand melasa i dofermentovany kukuriény vyluh v po-
mere 2 :5 pred spoloénym zahustenim tychto surovin. Je pravdepodobné,
ze zvySenie produkcie chlértetracyklinu je sposobené biomasou a produktmi
metabolizmu laktobacilov. Pouzitim fermentaénej pody s obsahom dokvase-
ného kukuriéného vyluhu a fermentovanej melasy pohybuja sa produkéné
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vysledky chlértetracyklinu od 1600 do 1700 y/ml, zatial o pévodné suroviny
vykazuja produkciu asi 1200 y/ml.

OBOTAIIEHUE KYKYPY3HOTI'O HIEJIOKA M MEJIACCBI
KAK TIOYBBI OJI IMPOAYKUWH XJIOPTETPALIMKJ/IMHA
(AYPEOMULIMHA) BMOMACCOM U TPOOYKTAMHU
METABOJIM3MA JIAKTOBALIMJIJIOB

9. BEJIHUK, . 3EJIMHKA
Hcenenosatenbekuii HHCTHTYT aHTHGHOTHK, Po3atokn y Ilparu
CraHuus HcesnenoBaHHsi KyKypysHoro miesoka C/oBallKHX KpaXMaJsibHBIX 3aBOJOB H. 3.
B Bonepase

BriBoghl

Jla6opaTopHoii (epMeHTallieil Ha TpenaTeJbHOM allapaTe OblJIO HaHAEHO, YTO MPOAYK-
UHSl XJOPTETPAUMKIMHA B OCHOBHOM He HaXORMTCsS MOJ BJIMSHHEM CYIIeCTBYIOILEro 3aBOA-
CKoro cnoco6a CrymHMBaHHSI KYKypy3HOro IleJ/oKa, NOTOMY UTO 4 OJHHAKOBbIE HarpyskH
HaMauyMBaeMOro BellleCTBA, KOTOPble OBIIH 3arylleHbl IPH CPaBHHTENbLHO HH3KOH Temmepa-
TYpe M B TeYeHHH KOPOTKOTO BPEMEHH B CTEKJ/SHHOH BhiTapKe NOJ BaKyyMoM, He MpPOSBHJ/HCH
ruddepenuiieii B NPOAYKUHMH XJopTeTpauikiaxHa. IIpu cnoHTaHHOH AodepMeHTallHH BOXHI,
CMayHBawuled KyKypy3y, a Takxe H HHOKyJsiuHed witamnoMm, Lactobacillus Delbriickii S-54
NOKa3piBaeT TaKMM 00pa3oM TOJyueHHOe Chipbe IPH (epMeHTAalHH XJOpTeTpauUMKJIHHA YBe-
JMueHHe NPOAYKIIY MaKcHMaJsJbHo Ha 10%.

Ecau xe NpUMeHHTb [JIsi NMPOAYKIHMH XJOPTETPAaLMKIHHA IKHBHTEJbHYIO INOYBY, cojlep-
xamylo ¢pepMeHTOBAaHHYIO MeJaccy, NPOAYKUHS XJOPTeTPalHKJIHHA yBeJNHYHBAeTCss MAakKCH-
MasbHo Ha 18Y%.

3HayHTEJbHO BBICLIYIO NMPOAYKIHIO XJOpTeTpalliikianna (Laxe Ha 35%) MOXHO MOJYy4HTb
B TOM CJyuae, ec/il MPHMeHHTb Ho()ePMEHTOBAHHYI MeJjaccy H JNodepMEeHTOBaHHBEIH KyKy-
pysHBIil LIeJOK B OTHOLIGHHH 2:5 mepen oOLIMM 3aryllleHHeM 3TOro Chipbsi. [losuaumomy
yBeJlideHHe MPOJYKIHH XJIOPTeTPalUHKIHHA MO BCeil BEPOSITHOCTH CIIOCOGCTBOBAaHO GHOMACCOH
Il MpoAyKTaMH Meraboau3Ma JakToGaulioB. IIpHMeHeHHe NOYBH Mo (PepMeHTalUHMH C CoO-
JdepxanueM COPOIBIIETO KYKyDY3HOro LieJioka H (epMEHTHPOBAaHMOH MeJsiacChl YKa3blBaloT,
YTO pe3yJbTaThl MPOAYKUHHI XJOPTeTPALHKIHHA HAXOASITCA B rpanuuax ot 1600 po 1700 y/MJl,
MEXINV TeM Kak NepBoHauyalbHOe Chipbe YKasbiBaeT npoaykuuio oxoJso 1200 y/MJI.

IMoctynuno B pepakumioo 13. IX. 1955 r.

ANREICHERUNG VON MAISQUELLWASSER (CORN-STEEP LIQUOR)
UND MELASSE ALS NAHRBODEN FUR DIE PRODUKTION VON
CHLORTETRACYCLIN (AUREOMYCIN) DURCH BIOMASSE UND
PRODUKTE DES METABOLISMUS VON LAKTOBAZILLEN (1)
E. BELIK, J. ZELINKA
Forschungsinstitut fiir Antibiotika, Roztoky bei Prag

Versuchsarbeitsstelle fiir Maisquellwasser der Slowakischen Stdérkefabriken, National-
unternehmen in Boleréz

Zusammenfassung

Durch Laboratoriumsfermentation auf der reziproken Schiittelmaschine wurde fest
gestellt, dass die Produktion von Chlortetracyclin grundsétzlich nicht durch das bisherig-
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Verfahren des betriebsmissigen Eindickens des Maisquellwessers beeinflusst wird, nach-
dem vier véllig gleiche Chargen von Maisquellwasser, dig bei wesentlich riedriger Tem-
peratur und wihrend kiirzerer Zeit eingedickt wurden, keinerlei Differenzen in der
Produktion von Chlortetracyclin aufwiesen.

Bei der spontan verlaufenden Fermentation des Maisquellwasser, ebenso auch
bei der durch Inokulation mit dem Stamm Lactobacillus Delbriickii S-54 verlaufenden,
weisen die solchermassen erhaltenen Rohstoffe bei der Fermentation des Chlortetra-
cyclins eine erhéhte Produktion um maximal 10 9, auf.

Verwendet man bei der Produktion des Chlortetracyclins einen Nihrboden, welcher
fermentierte Melasse enthiilt, so wird die Produktion von Chlortetracyclin um maximal
18 9, erhsht.

Eine wesentlich héhere Produktion von Chlortetracyclin (bis zu 35 9,) zu erzielen
ist in jenem Falle moglich, wenn man fermentierte Melasse und fermentierten Mais-
quellwasser im Verhéltnis von 2 : 5 vor dem gemeinsamen Eindicken dieser Rohstoffe ver-
wendet. Es erscheint als wahrscheinlich, dass die erhéhte Produktion von Chlortetra-
cyclin durch die Biomasse und durch Produkte des Metabolismus der Laktobazillen
bewirkt wird. Durch Verwendung des Fermentationsbodens mit einem Gehalt au far-
mentierten Maisquellwasser und fermentierter Melasse bewegen sich die Produktionser-
gebnisse an Chlortetracyclin um 1600—1700 y/ml, wihrend die urspriinglichen Roh-
stoffe eine Produktion um 1200 y/ml aufweisen.

In die Redaktion eingelangt den 13. IX. 1955

LITERATURA

1. Liggett R. W., Koffler H., Bact. Rev. 12, 297—311 (1948). 2. Kanad. patent
499 231. 3. Brit. patent 714 634. 4. USP 2 515 157. 5. Zelinka J., Biolégia 9, 437—449
(1954); Csl. Biol. 4, 55—56 (1955). 6. Thornberry H. H., Shanahan A.J., Arch.
Biochem. Bioph. 33, 459—464 (1951). 7. Van Dyck P., de Somer P., Antibiot.
Chemother. 4, 184—197 (1952). 8. Oyake, Shina, Japan J. Antibiot. 3, 463—466
(1950). 9. Svajéiar. patent 283 914. 10. Brit. patent 660 203. 11. Smolek K., Primysl
potravin 3, 447—449 (1952). 12. B&lik E., dosial nepublikované. 13. Hess J., dosial
nepublikované.

Doslo do redakeie 13. IX. 1955



