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Wyodrebnienie w 1879 r. przez Blytha, a w 1925 r. przez Bleyera i Kall-
manna flawiny z mleka zapoczgtkowalo wiele prac poswieconych tej wi-
taminie.

Kuhn, Gyorgy i Wagner-Jauregg w 1933 r. otrzymali z surowego bialtka
kurzego owoflawine i w tym samym roku Ellinger i Koschara ekstrahowali
laktoflawine z serwatki mleka krowiego.

Zarowno owoflawina jak i laktoflawina sg to barwiki posiadajgce zie-
long fluorescencje, zaliczone ze wzgledu na ich wtasnosci do grupy z6i-
tych barwikéw, znanych juz uprzednio pod nazwg liochromdéw. Dalsze
badania wykazaly, ze hepatoflawina wyodrebniona z watroby jest iden-
tyczna z wyzej wspomnianymi zwigzkami.

Ustalono réwniez, ze istnieje pokrewienstwo pomiedzy laktoflawing
a tzw. z6ltym fermentem oddechowym, otrzymanym przez Warburga
z drozdzy. Z laktoflawiny pod wplywem naswietlania powstaje lumifla-
wina, stanowigca réwniez produkt rozpadu ,,z6ltego fermentu oddecho-
wego’’. . \

W dwa lata po wyodrebnieniu czystej laktoflawiny, Kuhn i Karrer po-
dali wzér witaminy Be oraz jej synteze.

Produkt wyjéciowy stanowila 4,5-dwumetylo-2-aminofenylorybamina,
ktorg kondensowano z aloksanem.

Oprécz tej syntezy opracowano jeszcze kilka innych. Otrzymywanie ry-
boflawiny na drodze syntezy jest sprawa wazng, poniewaz wyodrebnienie
jej z produktéw naturalnych, jak drozdze, watroba, serwatka mleka, ktére
zawieraja ja we wzglednie znacznych ilosciach, jest dos¢ kosztowne.

Wiele mikroorganizméw posiada zdolno$¢ syntezy ryboflawiny. Spo-
érod bakterii: Clostridium acetobutylicum, Aerobacter cloacae, Aerobac-
ter aerogenes syntetyzujg ryboflawine na ptynnych podtozach; sposrod

* Przy pomocy technicznej lab. E. Baﬁk:é, W. Rdzanek.
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grzybkow: Ashbya gossypii, Mycocandida riboflavina, Candida guiller-
mondi, Candida flareri oraz Eremothecium ashbyii syntetyzuja ja na pod-
lozach zaréwno plynnych jak i statych. Znaczna ilosé¢ prac zostata poswie-
cona grzybkowi Eremothecium ashbyii od czasu, kiedy Guillermond
w 1935 r. opisal ten grzybek donoszac, ze Eremothecium ashbyii, pasozyt
zy)acy na bawelnie, produkuje znaczne ilo$ci barwika dyfundujgcego do
agaru lub zelatyny i zabarwiajgcego grzybnie na zétto.
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Wielu badaczy ustalalo wplyw poszczegélnych skladnikéw pozywki tak
na wzrost grzybni Eremothecium jak i na synteze witaminy B,. Do waz-
niefszych prac nalezg: Schopfera w 1944 r., ktéry usitujac ustalié warunki
hodowli Eremothecium ashbyii stwierdzil, ze biotyna stanowi wazny
sktadnik pozywki wzrostowej, podczas gdy tiamina i inositol Sg czynni-
kami dodatkowymi oraz, ze w peptonie wystepuje jakis nieznany czyn-
nik nieodzownie potrzebny dla wzrostu grzybka. Doswiadczenia Schopfera
1 Guillonda w 1945 r. wykazaly, ze dodatek lecytyny lub argininy zwiek-
sza wzrost Eremothecium ashbyii w podlozu zawierajagcym biotyne, tia-
mine i inositol.

Dulaney i Grutter w 1950 r. doniesli, ze inositol jest jedynym waznym
czynnikiem wzrostowym dla Eremothecium ashbyii, przy czym zroédiem
azotu byly aminokwasy, jak l-arginina, kwas dl-glutaminowy lub l-pro-
lina, w ilosci okoto 0,1%. Dodatek réznych witamin z grupy B nie wply-
watl na zwigkszenie ilosci syntetyzowanej witaminy Bs.

W tymze roku Mikoura ustalil, ze w pewnych warunkach inozitol moze
by¢ zastapiony przez fityne.

Yaw w 1952 r. przeprowadzila badanie dotyczace wplywu aminokwaséow,
miedzy innymi l-waliny, dl-metioniny, l-histydyny, l-argininy i tyro-
zyny stwierdzajgc, ze histydyna odgrywa wazng role w biosyntezie wita-
miny Bo.

Roche w 1949 r. podal w patencie pozywke, w sklad ktorej wchodzy:
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soczewica, cukier trzcinowy, bursztynian amonu. Hodowla Eremothecium
ashbyii trwala 7—8 dni w temperaturze 28°. Ilo$¢ syntetyzowanej wita-
miny Be wynosita od 1,78 g do 2,48 g ryboflawiny na 1 litr pozywki.

Hickey w 1953 r. badal wplyw ekstraktu droZdiowégo, oleinianu sodu,
kazeiny i kwasu glutaminowego, dodawanych w odpowiednich ilo3ciach
do pozywki fermentacyjnej. Hickey otrzymywat znaczne iloSci witaminy
Bs w granicach od 1000 do 1500 w ml pozywki zawierajgcej od 0,3%0 do
2%/0 kazeiny.

Z prac przytoczonych jak i znajdujacych sie w piSmiennictwie wynika,
ze dane dotyczace warunkow wzrostu Eremithecium ashbyii i syntezy wi-
taminy By nie sg catkowicie ustalone.

W pracy niniejszej, w szeregu doSwiadczen ustalono sklad pozywki usi-
lujac otrzymaé¢ maksymalng wydajnos¢ ryboflawiny.

CZESC DOSWIADCZALNA

Przy prowadzeniu biologicznej syntezy ryboflawiny postugiwano sie
dwoma szczepami Eremothecium ashbyii: angielskim i paryskim, ktorymi
szczepiono rownolegle pozywki fermentacyjne. Poniewaz nie zauwazono
réznicy w wydajnosci ryboflawiny miedzy tymi szczepami, w opisie pracy
nie uwzgledniono podzialu na szczep paryski i angielski.

Eremothecium ashbyii przechowywano na agarze skosSnym w lodowce,
przeszczepiajac go co miesigce. Przed kazdym zaszczepieniem pozywki fer-
mentacyjnej przeszczepiano szczep z agaru skosnego na pozywke hodow-
lang ,,matke”, w ktérej umieszczano perelki szklane, w celu lepszego roz-
drobnienia grzybni. Skiad ,,matki”: pepton 1%, glikoza 1%, ekstrakt droz-
dzowy 0,1%%, bulion 0,2, pH — 6,2. Inkubacja ,matki” trwala od 24
do 48 godzin. Hodowle ,,matki” przeprowadzano w kolbach stozkowych
na 300 ml. Po szeregu préb, najkorzystniejszym okazalo si¢ wytrzgsanie
pozywki hodowlanej (,,matki”) w ciaggu trzech dni, w celu zwiekszenia
ilosci grzybni. Do tego celu uzywano kolb ptaskodennych na 750 ml,
w ktorych znajdowalo sie po 100 ml pozywki. Nastepnie zaszczepiano
pozywke fermentacyjng réznymi iloSciami ,,matki”, lub zageszczang grzyb-
nia, otrzymang przez odwirowanie pozywki hodowlanej. Stwierdzono, ze
ilosé grzybni ma bezposredni wplyw na wydajnos¢ ryboflawiny. Trze-
sawka znajdowala sie w ciemnym pomieszczeniu o temp. 28°.

Podtoza fermentacyjne

Pozywka podstawowa: maltoza 1%, glikoza 1,5%, KoHPO; 0,1%o,
KHoPO, 0,1%, NaCl 0,1%, MgSOy - TH2O 9,07%, FeSO4-7H20 0,5 mg,
inositol 3 mg, tiamina 1,5 mg, biotyna 0,07, pH— 6,2.
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I. Pozywka podstawowa + ekstrakt drozdzowy 0,01%, kwas glutami-
nowy 0,95%, 1-leucyna 0,6%o, asparagina 0,5%, pH = 6,2.

II. pozywka podstawowa =+ ekstrakt drozdzowy, kwas glutaminowy,
l-leucyna, asparagina, pH = 6,2.

ITII. wg Hickey’a: pozywka podstawowa + kwas l-glutaminowy, kwa-
sny hydrolizat kazeiny, oleinian sodu, kwas borowy, MnSOQy + 4H50, CaCls,
pH = 6,4.

IV. KoHPOy 0,1%, KH2POy 0,1%, NaCl 0,1%, MgSQy - THsO 0,07%o,
FeSO4 - H20 0,5 mg, CaCO3 0,1%0, ekstrakt drozdzowy 0,3%b, pepton 0,5%,
sacharoza 2%, pH = 6,0.

IV. KoHPO4 0,1%, KH2POy4 0,1%, NaCl 0,1%, MgSO4* 7TH2O 0,07%,
FeSO4 * H20O 0,5 mg, CaCOs 0,1%0, ekstrakt drozdzowy 0,3%o, pepton 0,5%o,
sacharoza 2%, pH = 6,0.

V. KeHPO4 0,1°%, KH2PO4 0,1%, NaCl 0,1°%, MgSOy - THsO 0,07%,
FeSO4 - TH20 0,5 mg, kazeiny hydrolizat kwasny 2%, sacharoza 1%,
CaCOj3 0,1%, pH = 6,0.

RI wg Rudert’a: modyfikacja wlasna: KHsPOy 0,05, MgSOy + THoO
0,07%, NaCl 0,1%, FeSO4 * THO 0,001%, kukurydza 1%, glikoza 2%,
pH = 6.8.

RII. wg Rudert’a: modyfikacja wlasna: KHaPOy4 0,05%0, MgSOy + THoO
0,07%, NaCl 0,1%0, FeSO4 - TH2O 0,001°0, soczewica 2%/, kazeiny hydro-
lizat kwasny 1%, glikoza 2%, pH = 6,8.

RIII. wg Rudert’a: modyfikacja wtasna: KHoPO4 0,05%, MgSOy4 - THO
0,07%, NaCl 0,1%0, FeSOy4+TH0 0,001, soja 2%, kazeiny hydrolizat
kwasny 1%, glikoza 2°9, pH = 6,0.

wg RoclT'a: soczewica 2%, cukier inwertowany 0,375%, sacharoza
1,125%, amonu bursztynian 0,5, NaCl 0,5%, woda wodociggowa,
pH = 6,0.

MWI. wg Roch’a: modyfikacja wlasna: soczewica 2%, glikoza 29/o, sodu
bursztynian 0,5%, NH4C1 0,5%, woda wodociggowa, pH = 6,0.

MWII. wg Roch’a: modyfikacja wtasna: soja 2%, glikoza 2%, sodu bur-
sztynian 0,5%, NH4C1 0,5%0, woda wodociggowa, pH = 6,0. _

Rol. wg Roch’a: modyfikacja wlasna: soja 2%, cukier inwertowany
0,375, sacharoza 1,125%, sodu bursztynian 0,5°%, NH4Cl 0,5%, woda
wodociggowa, pH = 6,0.

Roll. wg Roch’a: modyfikacja wlasna: kukurydza 2%, cukier inwerto-
wany 0,375%,, sacharoza 1,125%, sodu bursztynian 0,5%, NH4Cl 0,5%b,
woda wodociggowa, pH = .6,0.

Rolll. wg Roch’a: modyfikacja wlasna: soja 2%, cukier inwertowany
0,375, sacharoza 1,125%, sodu bursztynian 0,54, amonu chlorek 0,489/,
kwas askorbinowy 0,5%, KeHPO4 0,1%, KHoPO4 0,19, MgSOy -+ THsO
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0,07%, FeSO4:TH2O 5 mg%, kazeina lub ekstrakt drozdzowy 1%,
pH = 6,8. '
Warunki fermentacji: Fermentacje ryboflawiny przeprowadzano w kol-
bach stozkowych na 300 i 700 ml oraz w kolbach ptaskodennych na 750 ml.
Inkubacje pozywek fermentacyjnych prowadzono w temp. 28° w ciemni.
Czas fermentacji wynosit od 5 do 9 dni. W pierwszym etapie pracy fer-
mentacja miala charakter statyczny. W wyniku przprowadzanych do-

Tabela 1. Zaleznos¢ wydajnosci od sposobu przeprowadzania fer-

mentacji
Rodzaj fermentacji | Rodzaj pozywki Wydajnosé Y/ml.
Hodowla statyczna II 260
Hodowla napowietrzana 11 310
Hodowla wytrzasana II 1300

swiadczen wylonila sie koniecznos¢ wytrzgsania badanych podtozy, w celu
Yatwiejszego dostepu tlenu do podioza, jak rowniez mechanicznego rozbicia
grzybni. Zmontowano aparature do przepuszczania wyjatowionego powie-
trza przez kolby fermentacyjne. Wydajnos¢ ryboflawiny w zwigzku z prze-
wietrzaniem podniosta sie o 19%. W koncowym etapie pracy fermentacje
podlozy przeprowadzano wylgcznie na trzesawce. Wydajnosé ryboflawiny
podniosta sie w zwigzku z tym wielokrotnie.

Tabela 2 ZawartosC ryboﬂawiny:‘y/ml w zaleznosci od podtoza fermentacyjnego
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Ilosciowe oznaczanie ryboflawiny wykonywano dwoma sposobami.
W pierwszym etapie pracy stosowano odczynnik Denigesa, opierajac sig
na powstawaniu pomaranczowo zabarwionego zwiazku r.yboflawiny z tlen-
kiem rteciowym w obecnosci kwasu siarkowego. Pomiary wykonywano
na kolorymetrze Klett’a. Ilos¢ ryboflawiny mierzono rowniez fluorome-
trycznie na spektrofotometrze uniwersalnym Colemana. Przed kazdym
pomiarem ilo$ci ryboflawiny doprowadzano pozywke fermentacyjng 25%o
H>SO, do pH = 1,5, autoklawowano przez 30 minut w temp. 121°, a na-
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stepnie alkalizowano 20° KOH do pH = 5,5. Pozywke sgczono i przygo-
towywano rozcienczenia do pomiaru. ‘

Tabela 1 przedstawia og6lng wydajnos¢ charakterystyczng dla kazdego
z rodzai fermentacji. Jesli chodzi o hodowle statyczng 1 napowietrzang, to
po przeprowadzeniu potrzebnych do§wiadczen zaniechano je, ze wzgledu
na stosunkowo niskg wydajnos¢ ryboflawiny.

W dalszym ciggu pracy zajeto sie wylgczni prowadzeniem hodowli po-
zywek fermentacyjnych na trzesawce. Do tego celu wyselekcjonowano
pozywki, na ktérych uzyskano najwieksza wydajnos¢ ryboflawiny.

EKSTRAKCJA

Po przeprowadzeniu fermentacji i oznaczeniu zawartosci ryboflawiny
w pozywkach fermentacyjnych, przystgpiono do ekstrakcji ryboflawiny.
Ekstrakcje ryboflawiny z pozywek fermentacyjnych przeprowadzano roz-
nvmi metodami. ’

I. Ekstrakcja przy pomocy wegla aktywowanego

Do adsorpcji uzywano wegla aktywowanego Carbopol nr 2. Adsorpcje
przeprowadzano na goraco przy czym pH pozywki musialo wynosi¢ 6,5.
Po adsorpcji wegiel suszono i przeprowadzano na gorgco eluacje réznymi
rozpuszczalnikami jak: 80%0 acetonem, 20%0 acetonem z kwasem mleko-
wym, 10 n HCI z 25% etanolem, 1%/ formaldehydem, alkoholem oktylo-
wym, izopropylowym, butylowym i metylowym dioxanem i dioxanem
z wodg w stosunku 1:1,1:2,1:4,1:8 na zimno i na gorgco.

II. Redukcja ryboflawiny przy pomocy amalgamatu cynku

Metoda ta miata na celu przeprowadzenie ryboflawiny w pomaranczowo
zabarwiony leuko-zwigzek, rozpuszczajgcy sie w alkoholu izopropylowym.
Przy dostepie tlenu ryboflawina przechodzi z postaci leuko na normalna,
ktorg mozna otrzyma¢ przez odparowanie alkoholu izopropylowego. Do
tego celu zakwaszano pozywke fermentacyjng z oznaczong iloscig rybo-
flawiny stezonym HCI i dodawano w odpowiedniej proporcji swiezo przy-
gotowany amalgamat cynku. Redukcje przeprowadzano na goraco pod
chlodnicg zwrotng.Odsgczanie zredukowanej ryboflawiny odbywalo sie
w atmosferze azotu. Nastepnie, przemywano osad gorgcym alkoholem izo-
propylowym, ktéry z kolei odparowywano, otrzymujac krystaliczng rybo-
flawine.
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II1. Ekstrakcja ryboflawiny za pomocq przepuszczania siarkowodoru

Do pozywki fermentacyjnej wlewano odpowiednig ilo$¢ zasadowego
octanu olowiawego bezposrednio przed siarkowodorowaniem. Przepusz-
czano siarkowodor do momentu odbarwienia sie pozywki, a nastepnie sg-
czono. Sgczek wraz z osadem umieszczano w kolbie stozkowej w 100 ml
wody destylowanej, po czym dodawano 3% wode utleniong do chwili
znikniecia czarnego zabarwienia. Calo$¢ sgczono i z przesgczu wykrystali-
zowywano ryboflawine. Metoda ta dawala bardzo duzg wydajnos¢ krysta-
licznej ryboflawiny z tym jednak, ze nie udalo sie otrzyma¢ krysztalkow
catlkowicie wolnych od zanieczyszczen solami otowiu.

IV. Ekstrakcja ryboflawiny mieszaning acetonu z wodq

Pozywke fermentacyjng odparowywano do suchosci i zalewano odpo-
wiednig ilo§cig mieszaniny acetonu z wodg i ogrzewano pod chlodnicg
zwrotng. Po przesgczeniu wycigg acetonowo-wodny odparowywano do
mniejszej objetosci, a nastepnie wyklécano trzykrotnie eterem etylowym,
po czym wymywano kilkakrotnie wodg, odparowywano do zmniejszonej
objetosci i dodawano dziesieciokrotng objetos¢ goracego acetonu. Po kilku
godzinach plyn z nad osadu dekantowano, odparowywano ponownie do
zmniejszonej objetosci, po czym dodawano wode i aceton w réwnych ilo-
sciach. Po kilku godzinach wypadaty krysztaly ryboflawiny. Wydajnosc¢
tej metody wynosi 80%. Otrzymano zo6tto-pomaranczowy krystaliczny pro-
szek, nie rozpuszczajacy sie w eterze i chloroformie, stabo rozpuszczajacy
sie w wodzie i alkoholu etylowym, dobrze w stabych roztworach alkaliow.
Temperatura topnienia 280°. Roztwory ryboflawiny dawaly w swietle
przechodzacym zétto-zielong fluorescencje zanikajacg pod wplywem tu-
gow i kwasow.

WNIOSKI

1. W wyniku syntezy biologicznej przy pomocy Eremothecium ashbyii
otrzymano krystaliczng ryboflawine.

2. Najwyzsza wydajnosé ryboflawiny wynoszacg 1300 v/ml osiggnigto
na II podlozu fermentacyjnym (koncepcja wlasna).

3. Ustalono optymalne warunki fermentacji jak: inkubacja podtozy fer-
mentacyjnych w ciggu 6 dni, wytrzasanie w ciemni w temperaturze 28°.

4. Opracowano najprostsza i taniag metode ekstrakcji ryboflawiny z pod-
loza fermentacyjnego za pomocg mieszaniny acetonu z woda uzyskujac

80%0 wydajnosci.
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I'. RKownroas, H. Boxyyra, I'. I'aityw
CHAHTE3 BHTAMIIHDLI B, ITPH YIIOTPEBJIEHUH IIITAMMA EREMOTHECIUM ASHBYII
Codeporcanute

"ABTOpBHI B IpeJgcTaBIeHHON paboTe 3aHSIHCH BbIPA0OTKON OHOJOTHYECKOW CHHTe3bI
npu nomomu rpubka Eremothecium ashbyii.

YcTaHoBI€HO HECKONBKO hepMeHTAUHMN, a TaKEKe yCIOBHS ¢epmMenTanuii: BpeMd ,,opti-
mum® TeMIepaTypbl H HACHI[eAHe KUCIOPOAOM M pH OCHOBaHHS. BripaGoraro MeTomBI
»dKCTPAKUAHE" prIGo¢aaBuHbL. [l0 BHIpaGoTKe YH3MKOXMMHATECKHX HcCTel0BAHHN yCTAHO-
BJGHO MOJYYeHHe JUCTON KPHUCTANIHYIECKON BHTAMHUHH B,.

H. Kgkol, J. Bogucka, H. Gajcy
THE SYNTHESIS OF VITAMIN B, BY USING EREMOTHECIUM ASHBYII
Summary

- The synthesis of riboflavine by Eremothecium ashbyii was warked out. Some
mediums and conditions of fermentation as: time, temperature, airation and medium’s
pH were established.

The method of riboflavine’s extraction was warked out too. It was confirmed
by physico-chemical way, that the obtained substance was the pure, cristaline vita-
min Bs.
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