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Fermentacia riboflavinu
za pouZitia baktericidnych a fungicidnych latok

J. FUSKA, 8. SULO

Biotika, n. p., Slovenskd Lupéa

Z kontaminovanych riboflavinovych pdéd a z aparatiry pouzivanej
pri biosyntéze riboflavinu sa izolovalo 12 kontaminujacich mikroorganizmov.
Diftznym testom sa stanovila citlivost izolovanych mikroorganizmov
na 7 vybranych latkach. Zo skusanych ldtok nitrofurdany samotné i v kombi-
nécii s penicilinom potldé¢ali rozvoj kontaminantov, pri¢om boli bez téinku
na produkeiu riboflavinu.

Uspe$nd biosyntézu riboflavinu podmieiiuje niekolko faktorov. Prvorady
vyznam mé zloZenie produkénych pdd, najmé vhodné zdroje uhlika [1, 2]
a dusika [3, 4]. Z technologickych faktorov sa pri hibkovej fermentacii ribo-
flavinu najvyraznejsie uplatnuje mieSanie a vzdusnenie podas fermentacie [4]
a podmienky sterilizicie péd [5]. V podmienkach priemyselnej biosyntézy
latok je tiez dolezita otazka kontaminacie pdd neziadicou mikroflérou, ktora
ovplyviiuje najmé produkciu ziadanej latky. Pri vyrobe antibiotik sa v nie-
ktorych pripadoch pouziva tzv. ,,chranena fermentacia®, kde sa vyuzivajt
antibakteridlne vlastnosti antibiotik [6]. Pre potladanie kontaminacii v droz-
diarstve sa s uspechom pouzil chlértetracyklin [7], zatial o pri lichovom
kvaseni sa na potla¢anie infekeii osvedéil chloramfenikol [8]. Pri fermentacii
riboflavinu sa na potlafanie kontaminacii pouzil penicilin v koncentraciach
0,5—40 mj/ml [9] a chlértetracyklin [10].

Cielom naSej prace bolo najst vhodnu latku alebo zmes latok, ktoré by
udinne potladali rozvoj kontaminujicich mikroorganizmov, pricom by ne-
vplyvali na produkeiu riboflavinu.

Experimentalna ast

Materidl a metédy

Produlkény mikroorganizmus

Produkény kmen Eremothecium ashbyt 165 sa ziskal postupnym vyberom zo zbierko-
vého kmenia, poskytnutého mikrobiologickymi zbierkami Karlovej univerzity v Prahe.
Kmeii sa uchovédval na stuzenej péde Gorodkovej [11].

Priprava inokula

Na pripravu inokula sa pouzila tekutd poda Gorodkovej [11], ktord sa naodkovala
jednou 5—7 dfiovou koléniou produkéného lemena. Doba kultivécie bola 24 hodin.

Fermentdcia
Produkénd pdda mala zloZenie: sachardza 3,5 g, s6jovy olej 0,5 ml, s6jovéd mika 4 g,
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sladovy kvet 1 g, vodovodnd voda do 100 ml. pH pédy po sterilizécii bolo 6,5. Na oc¢ko-
vanie pody sa pouzilo 10 9%, inokula. Pri overovani ii¢inku aktivnych ldtok na produkeiu
riboflavinu sa tieto ldtky priddvali do fermenta¢nych pdéd v koncentrdcidch, ako sa
uvedené v tab. 3. Antibiotikd sa do péd priddvali vo forme sterilnych roztokov po steri-
lizéeii.

Kultiva¢né podmienky

Kultivovalo sa v troch 500 ml varnych bankéch s plochym dnom. Banky sa plnili
po 80 ml. Péda sa sterilizovala 20 minat pri 121 °C. Na kultivdeiu sa pouzila rotaénd tre-
packa, ktord mala 220 ot./min., priom polomer kruznice opisovanej vystrednikom
bol 5,5 cm. Doba fermentécie bola 140 hodin. Pokus sa opakoval trikrét.

Izoldcia kontaminantov

Z kontaminovane]j riboflavinovej pddy sa odobrala vzorka, z ktorej ¢ast sa preockovala
do bujénu (1 10). Pri zistovani nesterilnosti aparatiry sa urobil vyter sterilnym vato-
vym tampoénom, ktory sa vypral v sterilnom bujéne. Inkubdcia naockovanych bujénov
prebiehala pri 37 °C po dobu 24 hodin. Po skonéeni kultivdcie sme pomnozeny konta-
minant vyoékovali na krvny agar a v niektorych pripadoch na Wilsonov—Blairov agar.
Po makroskopickom odéitani nasledovalo stanovenie morfologickych a taxonomickych
znakov, obvyklé v beznej diagnostike [12]. Izolované kmene sa uchovédvali na Sikmom
bujénovom agare pri +5 °C.

Stanovenie citlivosti kontaminantov

Citlivost sa stanovila difaznou metédou. Ako testovaci kmen sa vidy pouzil jeden
z kontaminantov, ktory sa pomnozil v bujéne (18 hodin pri 37 °C) a povrchovym sp6so-
bom sa naoékoval na testovacie platne. Na naotkované platne sa ulozili sterilné valéeky,
ktoré sa potom naplnili sterilnymi skisanymi aktivnymi ldtkami vo forme aceténovych
roztokov. Kazdé latka sa pouzila v troch koncentracigch (1, 20 a 100 pg/ml) a naplnila sa
do troch valéekov. Tri valéeky sa naplnili iba 50 9%, vodnym aceténom, v ktorom sa
skd$ané létky rozpustili. Kultivécia trvala 18 hodin pri 37 °C. Uéinnost sa hodnotila
na zdklade velkosti vytvorenej inhibi¢nej zény, ktorti vytvorila skusand latka v kon-
centrécii 20 ug/ml. Latky, ktoré pri tejto koncentrécii vytvdrali zénu do 20 mm, v prie-
mere sme oznacili +, kym latky, ktoré vytvdrali inhibiént zénu nad 20 mm, sme ozna-
Sili + 4.

Pouzité aktivne latky

Na zdklade udajov v literattwe o Gdinnosti létok a ich fyzikdlnych vlastnostiach,
dalej podla druhov vyskytujacich sa mikroorganizmov a na zdklade ekonomickych
kritérii sme vybrali sedem latok uvedenych v tab. 2.

Stanovenie riboflavinu

Riboflavin sme stanovili vo fermentagnych pédach polarografickou metédou v atmo-
sfére dusfka po predbeznej kyslej hydrolyze [13].

Vysledky a diskusia

Pri hibkovej fermentacii riboflavinu sa pozoroval dasty vyskyt kontamindcii
péd uz v laboratérnom rozsahu, ak sa fermentovalo za podmienok, aké sa
bezne pouzivaju pri fermentacii antibiotik. Nebezpedenstvo dastych kontami-



122 J. Fuska, 5. Sulo

nicii sa vyrazne prejavilo pri fermentécii riboflavinu v poloprevadzkovom

a prevadzkovom meradle. Védsia zlozitost pouZivanej aparatiry, nepatrné

poruchy v sterilizacii a rozvode vzduchu, ako aj zloZitost jednotlivych operacii

prispievali k zvySenej mozZnosti kontaminécii. Z 12 izolovanych kontaminan-
; vz

tov (tab. 1), izolovanych prevazne z vaésich objemov, najdastejsie sa vyskytli
druhy Streptococcus a Lactobacillus. Izolované mikroorganizmy sme postupne

Tabulka 1

Mikroorganizmy izolované z kontaminovanych riboflavinovyech pod
a z aparatury pouzivanej pri fermentdcii riboflavinu

Cislo Néazov mikroorganizmu Izolovany z ;
1 Streptococcus lactis B, POT, OT
2 Streptococcus sp. B, POT, OT
3 Streptococcus faecalis B, POT
4 Lactobacillus acidophilus B, POT, OT
) Spirillum volutans LFT
6 Proteus vulgaris POT, OT
7 Pseudomonas sp. POT, OT
8 Leuconostoc mesenteroides LFT, POT, OT
9 Bacillus anthracoides LFT

10 Escherichia coli POT, OT

11 Flavobacterium aquatile POT, OT

12 Zmes Coli — aerogenes oT

B — banka, objem 21,

LFT — laboratérny fermentaény tank, objem 20 1,
POT — predockovaci tank,
OT — ockovaci tank.

testovali na citlivost voéi 7 uvedenym latkam (tab. 2). Citlivost jednotlivych
druhov vodi jednotlivym latkam bola dost odlisna. Najlepsie téinky vykazo-
vali nitrofurany, chlértetracyklin a penicilin (tab. 2).

Uspe$né vyuzitie uvedenych latok na potla¢anie kontaminicii bolo dalej
podmienené tym, aby latky pri svojom tGéinku nezniZovali produkeiu ribofla-
vinu. Z tohto dévodu sa do kontrolnej pdédy priddvali postupne jednotlivé
latky a koneénd produkcia riboflavinu sa porovnala s produkciou ziskanou
na kontrolnej pode. Vietkych 7 latok sa overilo v jednej az v troch koncentra-
cidch za inak nezmenenych podmienok. Vysledky si v tab. 3. Na produkeciu
riboflavinu mali velmi nepriaznivy vplyv 4,5-dibrémsalicylanilid a 3,4,5-
-tribrémsalicylanilid, ktoré v koncentriciach 20 pg/ml pédy inhibovali pro-
dukeciu riboflavinu asi o 50 9%,. Chlértetracyklin prejavil uz v nizkych kon-
centracidch miernu inhibiciu produkecie, a preto aj napriek dobrym uéinkom
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Uéinnost aktivnych létok voéi izolovanym kontaminantom

Aktivna lédtka ¢&.
Cislo Nézov kontaminanta
1 2 3 4 5 6 7
1 Streptococcus lactis + + + ++ + +4+ +4+
2 Streptococcus sp. + + + ++ + +4+ ++
3 Streptococcus faecalis + + + + + +4+  +
4 Lactobacillus acidophilus —_ == — — 4+ 4+
8 Spirillum volutans +4+ ++ + +4+ ++ +4+ ++4+
6 Proteus vulgaris + +— 4= P e
7 Pseudomonas sp. ++ +4+ — — — ++ 0
8 Leuconostoc mesenteroides + + + + + — 4+
9 Bacillus anthracoides ++ ++ -  + + ++4+ +
10 Escherichia cols - + - - — —+ 0
11 Flavobarterium aquatile — ++ — ++ ++ g ===
12 Zmes Coli — aerogenes + + - - — + —
0 — citlivost nestanovend,
1 — semikarbazén 5-nitro-2-furalaldehydu,
2 — N-(5-nitrofurfurylidén)-1-aminohydantoin,
3 — tetrametyltiouramdisulfid sodny,
4 — 4,5-dibrémsalicylanilid,
5 — 3,4,5-tribrémsalicylanilid,
6 — chlértetracyklin . HCI,
7 — draselnd sol penicilinu G.
Tabulka 3
Vplyv pouzitych aktivnych ldtok na produkeiu riboflavinu
Aktivna latka Koncen- Pg) dul(:)cia
Cislo trécia 2V %
1 oproti
Nézov pg/m kontrole
1 ] o + 100,0
2 semikarbazoén 5-nitro-2-furalaldehydu 20 99,8
3 N-(5-nitrofurfurylidén)-1-aminohydantoin 20 100,2
4 tetrametyltiouramdisulfid sodny 20 94,2
b) 4,5-dibréomsalicylanilid 20 46,2
6 3,4,5-tribréomsalicylanilid 20 52,8
7 chlértetracyklin . HCI 10 90,3
8 chlértetracyklin . HCI 100 65,2 !
9 penicilin G, draselné sol § 20 99,8 :
10 penicilin G, draselné sol § 100 100,1
11 penicilin G, draselnd sol § 250 94,6
12 penicilin G, draselnd sol § 100
semikarbazin 5-nitro-2-furalaldehydu 10 100,2
13 penicilin G, draselnd sol § 100
N-{5-nitrofurfurylidén)-1-aminohydantoiu 10 103,2

+ — priemerné produkcia kontroly 1773 pg/ml pédy,

§ — koncentrécia uddvand v mj/ml.
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vodi kontaminantom sa dalej nepouzival. Bez iéinku na produkeiu riboflavinu
boli 5-nitro-2-furalaldehydsemikarbazén, N-(5-nitrofurfurylidén)-1-aminohy-
dantoin a draselna sol penicilinu G.

Na zaklade priaznivych vysledkov s nitrofuranmi a penicilinom sa pre
dalsie sktsky zvolila kombinacia obidvoch uvedenych latok. Pri pouziti
kombindcie 10 mj/ml penicilinu a 10 pg/ml niektorého z dvoch uvedenych
nitrofuranov zvysila sa aktivita péd, vyjadrena priemerom inhibiénej zény,
znizila sa tym moznost vzniku rychlej rezistencie kontaminantov na jednu
latku a produkecia riboflavinu ostala pritom nezmenena (tab. 3).

V poloprevidzkovom meradle sa sledovala aj aktivita produkénej pody
v 24 hodinovych intervaloch. Zistilo sa, %e pri pouZiti kombindcie 100 mj/ml
penicilinu a 10 pg/ml jedného z dvoch nitrofurdnov poklesla aktivita pédy
za celd: dobu fermentécie (120 hodin) o 50—60 9,. Ostdvajica aktivita pod
bola i nadalej dostatoéne vysokd na potladenie védsiny vyskytujicich sa
kontaminantov. Pridavanim stiéasne dvoch aktivnych latok do pody klesol
podet kontamindcii v prevadzkovom meradle zo 42 %, na 2 9.

OEPMEHTAILMSA PUBOMJIABIIHA G HPUME HEHIEM BAKTEPHIIHIHBIX
1T OYHTHCIIHLIX BEIECTD

fI. Oycwa, . Illy.ao

bnoruwa, n. m., Gioer:cra Jlonua

B pabote usyuasuaci BOIMOMKIIOCTH HMOIABUTH BBC(C..HCM AKTHBLLIX BCIICCTB B HOYBY
PAYBHTAC KOLTAMII HPYIOLUX MIKPOOPranH3MoB npu Ouocuirese pubodmasmna.

Ka Bripepme:iToBaHHOIl KO.ITAMEINPOBAKOII OYBLL I M3 alapaTypHl, IpAMEHA0meiics
npis mpousBocTse puboraBina, Okr10 BuzeTeno 12 KoiTaMiuimpylomux BemecTB. B ka-
UCeTBE KOLTaMEUMPYIOMMX BCIHICCTB uYallfe BCCI'O BCTPCYATHCH BHALL  Streptococcus
i Lactobactllus. Tadysuo-1univi IIpOBEPOTILIM ONLITOM OINPC/CIMIN YyBCTBHTENbEOCTE
BLUIOJIGIL KX MHKPOODIailf 3MOB 110 OT.omCIMo Kk 7 H3GpallLM aKTHBUGM BEIICCTBAM.
Donplini cTBO HCHO:IL30BANNKIX BCUICCTB CILIBLO [GHCTBOBAIM HA BBITCIEHHLIC MUKDO-
OpraL’3MEL.

B chemyromeii 4actu palOTRl M3YyYasoCh BIIIANMC AKTHBIULIX BCIHIECTB la IodyveLue
pubogaBuna. Tpoe m3 BLIOPAMHLIX BEIUIECTB OTPHLATEIBNO BIMAIN HA MOTyueHme pmbo-
¢pnasmra.

5-Hmtpo-2-Pyporanpgerny cemuxapdasod, N-(5-umrpodypdypmianzen)-1-amuroruan-
TonHt # renmnErH I' MO0 IO OTETHEOCTH I B CMECH NIPHMEHJHTh Ha HoJaBlIenne KoLiTa-
MELEpyomeit marpodiopnt npu GuockaTese pabodasuna.

Prelozila T'. Dillingerovd
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FERMENTATION VON RIBOFLAVIN BEI ANWENDUNG BAKTERIZIDER
UND FUNGIZIDER STOFFE

J. Fuska, S. Sulo

Biotika, Nationalunternehmen, Slovenskd Lupca

In der vorliegenden Arbeit wurde die Moglichkeit untersucht, durch Zugabe aktiver
Stoffe in den Boden die Entwicklung kontaminierender Mikroorganismen im Verlauf
der Biosynthese des Riboflavins zu unterdriicken.

Aus den fermentierten, kontaminierten Béden und aus der bei der Erzeugung von
Riboflavin benutzten Apparatur wurden 12 Kontaminanten isoliert. Als Kontaminanten
traten am héufigsten die Arten Streptococcus und Lactobacillus auf. Durch den Diffusions-
test wurde die Empfindlichkeit der isolierten Mikroorganismen gegen 7 ausgewihlte
Stoffe ermittelt. Die Mehrheit der gepriiften Stoffe war gegen die isolierten Mikroorga-
nismen hochwirksam.

Im weiteren Teil dieser Arbeit wurde der Einflul der wirksamen Stoffe auf die Pro-
duktion von Riboflavin untersucht. Unter den gepriiften Stoffen wiesen drei einen ungiin-
stigen EinfluB auf die Produktion von Riboflavin auf.

5-Nitro-2-furanaldehyd-semicarbazon, N-(5-nitrofurfuryliden)-1-aminohydantoin und
Penizillin G fir sich allein oder in Mischung kann man zur Unterdriickung der konta-
minierenden Mikroflora bei der Biosynthese des Riboflavins benutzen.

Prelozil K. Ullrich
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