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Badanie wywarow po fermentacji acetonowo-butanolowe;]
na zawarto$¢ riboflawiny 1 mozliwosé jej otrzymywania

STRESZCZENIE

Przeanalizowano wywar otrzymany po oddestylowaniu zacierow
z fermentacji acetonowo-butanolowej na zawartos¢ riboflawiny, w ktérym
nie stwierdzono obecnosei riboflawiny. ; i

Celem stwierdzenia, czy przyczyna nieobecnosei riboflawiny jest

zawartosé zels

z fermentacji zacieréw z maki jeczmiennej, ktéry nie zawieral Zelaza.
1 w tyeh warunkach nie stwierdzono obecnoéci riboflawiny. Wyprowa

dzono wniosek, Ze przyczyna nieobecnosei riboflawiny w wy

arach jest
szezep Clostridium aceto-butylicum stosowany w wytwérni, ktéry nie jest
zdolny do biosyntezy riboflawiny.

Riboflawina — laktoflawina — witamina B, ma duze
znaczenie dla celéw leczniczych i odzywczych. Poniewaz
synteza jej na drodze chemicznej nastrecza sporo trudnoSci
i jest kosztowna, poszukiwano od dawna naturalnych
zrodel w §wiecie roélinnym. Wiadome bylo, ze riboflawina
wystepuje w tkankach ro§linnych i zwierzecych 12, 13, 2, 26,
27, 90) Znaczenie przemyslowe uzyskalo jednak dopiero
odkrycie, ze przy fermentacji acetonowo-butanolowej
tworzy si¢ w odpowiednich warunkach witamina B,. Zna-
lezienie najkorzystniejszych warunkéw pozwolilo zwigkszy¢
wydajnosé riboflawiny tak znacznie, ze uczynilo to wydoby-
wanie jej oplacalnym. Literatura tematu obejmuje prawie
wylacznie patenty, dostepne tylko w lakonicznych skré-

tach, kryjacych zapewne wiele waznych szczegdlow.

Fermentacje prowadza mikroorganizmy, a wigc bak-
terie: Clostridium acetobutylicum 38, 42 49" drozdze:
Eremothecium ashbyii ¢, 10, 14, 17, 36) = Ashbya gossypi 19, 48),
Candida flareri 2 47) Candida Guilliermondia 29, 47), Fer-
mentacje prowadzono na réznego typu pozywkach istarano
si¢ przez dodawanie pewnych substancji wzglednie usuwanie
wplyna¢ korzystnie na produkcje riboflawiny. Jako po-
zywki stosowano: ryz49), zboze, kukurydze, melase i),
kartofle 1), zbierane mleko, serwatke 32, 33, 31, %) Do po-

.zywek dodawano: soli nieorganicznych np. siarczan amonu,

magnezu 2, 1), fosforany 2, 46, 29). materialy bogate w pro-
teiny %) jak: pepton, albumina, jajka, maka rybia, skrawki
migsa, skéry ®); lipoidy: oleje roélinne, fusy olejowe, lecy-
tyna$, 4%) cukry (syrop zbozowy?); aminokwasy %%),
asparagina, mocznik; biotyna 2, 29). Najkorzystniejsze pH
waha si¢ do$¢ znacznie, przewaznie w granicach 5-—7,5 10, 14
45, 46) niektérzy podaja mnizsze jednak (pH — 3—3,5) 29)
i wyzsze (pH —9) ¢, 42)

Metale jak Fe, Ni, Co, Cu, Pbi Zn hamuja biosynteze
riboflawiny 1, 3, 11, ) Stwierdzono decydujacy wplyw
zelaza na wydajno$¢ riboflawiny. Nawet minimalna za-
warto$é zelaza w pozywce redukuje wydajno§é ribofla-
winy. Kadzie fermentacyjne zelazne obnizaja zawartosé
riboflawiny, réwniez naczynia i przewody zelazne, z kto-
rymi zacier si¢ stykal wywieraja wyrazny ujemny wplyw 11),
Maksymalna dopuszczalna zawarto$é zelaza w pozywce
nie moze przekraczaé 40—60 p/1 29).

W ytlimaczenie wplywu zelaza na biosynteze ribofla-
winy bylo przedmiotem badan. A. Leviton stwierdzil,3°)
ze riboflawina, ktéra w czystych roztworach jest nadzwy-

a w zacierach melasowych, przygotowano wywar otrzymany

czaj trwala wobec dzialania nadtlenku wodoru, rozklada
si¢ szybko w rozcienczonych roztworach nadtlenku wodoru
w obecnosci Sladéw jonéw zelazowych. Szybkosé rozkladu
wzrasta gwaltownie w granicach tych stezen, przy ktérych
zachodzi gwaltowna redukcja wydajnosci ryboflawiny
w syntezie mikrobiologicznej. Opatentowano dodawanie
réznych zwiazkéw inaktywujacych jon zelazowy jak np.
2,2 — dwupirydyl 18, 1¥)  hydrosulfit sodowy, katalaza 31).

Aby unikngé zelaza w aparaturze stosuje si¢ kadzie
z mas plastycznych ?%), wykladane aluminium 1, 2%) lub
szklem 2¥). '

Wazne jest dobre napowietrzenie cieczy podczas fer-
‘mentacji 2, 4, 46) Optymalne wydajnosci riboflawiny w pro-
cesach fermentacyjnych prowadzonych na skale¢ techniczng
wynosza 300—400 p/ml pozywki 14, 29, 45),

Wyodrebnienie riboflawiny z wywaréw nastreczalo nie-
malo trudnosci. Riboflawina jest na ogél Zle rozpuszczalna.
Najlepiej rozpuszcza si¢ w wodzie, ale tylko w ilosci 12 mg
w 100 g wody w 27,5° C. Rozpuszczalno$¢ wzrasta po do-
daniu do wody mocznika lub kwasu bornego, z ktérymi
riboflawina tworzy kompleks. Rozpuszczalno$é ribofla-

‘winy w alkoholu metylowym wynosi 4,5 mg w 27,5% Nie

rozpuszeza si¢ w typowych rozpuszczalnikach organicz-
nych jak: aceton, eter, benzen, chloroform. Dobrze roz-
puszcza si¢ w roztworach alkalicznych, ale zachodzi réwno-
cze$nie szybki jej rozklad. Z@innych utrudniajacych wy-
odrebienie i oczyszczenie riboflawiny nalezy wymienic¢
duza wrazliwo$¢ riboflawiny na S$wiatlo; pod wplywem
$wiatla riboflawina rozklada sie nieodwracalnie, tracac
aktywno$¢ witaminy. Riboflawina posiada wzglednie duzg
odporno$é na temperature: ogrzewajac riboflawing w 120°
w ciagu 6 godzin stwierdzono tylko minimalny rozklad.

Z materialéw roslinnych ekstrahuje si¢ riboflawing wod-
nymi roztworami kwaséw lub mieszaninami wodno-alko-
holowymi, z wywaréw pofermentacyjnych wodnych -—
alkoholem butylowym (nasyconym wodg) %, 26). Po ek-
strakcji mnastepuje kombinacja réznych metod wytrgcan
i adsorbcji.

Do wytracania stosowano: octan olowiu, kwas fosforo-
tungstenowy w 1 n H,S0,, nastepnie ekstrakcje osadu al-
koholem amylowym. Azotan srebra i siarczan rteci nie
wytragca witaminy w roztworze kwa$nym, azotan srebra
wytragca riboflawine tylko w roztworze neutralnym.

Do adsorbcji riboflawiny stosowano: ziemig¢ Fullera
w roztworze kwasnym 12, 23) (HCL) 2, 26) Supersorb (w spe-
cjalny sposéb preparowana ziemia Fullera)?) frankonit 26A)
w roztworze mneutralnym (rodzaj ziemi odbarwiajgcej)
florisil M) — uwodniony zel krzemionkowy, askanit $8),
wegiel aktywny (noryt) 1%). Ostatnio zastosowano do ad-
sorbeji riboflawiny syntetyczne zywice, jak zywica do wy-
miany kationé6w KH 9, amberlit TR 100 16). TLepiej niz
wolna riboflawina adsorbuja sie jej estry: octan, fosforan,
jednobursztynian 41), tak np. tlenek glinu nie adsorbuje
riboflawiny, ale acetylowane flawiny adsorbuja si¢ na tlenku
glinu ?7). Do wymywania zaadsorbowanej riboflawiny
uzywano: mieszaniny metanolowo-wodne, pirydynowo-
wodne %, 26)  rozcienczony amoniak ), kwas octowy, mie-
szaniny pirydyny z kwasem octowym 12, 13 16)  Stosowano
takze nizsze wielowodorowe alkohole i ich estry, jak gli-
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ceryna, glikol, jedno-metylowy i jedno-etylowy, eter gli-
kolu etylenowego ). Przy wymywaniu stosuje si¢ zwykle
temperatur¢ pokojowy, niekiedy wyzsza, do 100°8). In-
teresujaca metoda oczyszczania riboflawiny jest wytrgca-
nie z roztworéw zawierajacych riboflawine zwigzku o nie-
ustalonej budowie zwanego prekursorem riboflawiny. Wy-
tracanie przeprowadza si¢ za pomoca $srodkéw redukujacych
TalciNasSi0 S WEICL S0 Gl WS O SR CICI S CrS 01849 31137y
Zamiast chemicznych $rodkéw redukujacych mozna réwniez
wykorzysta¢ bakterie redukujace, zdolne do-wytworzenia
w roztworze odpowiedniego potencjalu redukcyjnego. Sto-
sowano w tym celu z powodzeniem kilkanascie gatunkéw
bakterii jak np. Streptococus zymogenes, Streptococus
faecalis, Streptococus liqucfaciens?, 22). Prekursor latwo
przeksztatca si¢ w riboflawineg.

Celem niniejszej pracy byla préba otrzymania ribofla-
winy z wywaréw po fermentacji acetono-butanolowej z fa-
bryki w Raciborzu, otrzymywanych jako produkt odpad-
kowy przy fabrykacji acetonu i butanolu.

Przed przystapieniem do opracowania metody wydo-
bycia riboflawiny z wywaréw pofermentacyjnych nalezalo
zbadaé¢ zawarto$¢ w nich riboflawiny.

W tym celu ustalono na podstawie literatury nastepu-
jaca metodyke badan: 3—4 1 wywaru wytrzasano z 1—2 1
butanolu przez 2428 godzin. Otrzymano po oddzieleniu
od gestej warstwy wodnej roztwér butanolowy koloru
z6lto-czerwonego, z ktorym przeprowadzono nastepujace
préby:

1. Roztwér butanolowy zageszczono pod proéznia, po-
zostalo§¢é rozpuszezono w wodzie, zakwaszono HCI
i wytrzasano z ziemig Fullera. Ziemi¢ Fullera od-
saczono i wymywano przez kilkugodzinne wytrzg-

sanie z roztworem pirydyny i kwasu octowego
w wodzie. Ziemie Fullera odsgczono, roztwdér za-
geszezono pod  préznig, pozostalo$¢ rozpuszczono

w wodzie, roztwér wodny ekstrahowano kilkakrot-
nie eterem (dopdki eter si¢ barwi), zageszczono pod
préznig, rozpuszezono w wodzie, zadano acetonem,
pozostawiono do drugiego dnia, przesaczono, aceton
oddestylowano i roztwér odparowano w proézni.

2. Roztw6r butanolowy zageszczono pod préznia do
1/, 0bjetosei, wlano 10 objetosci wrzacego acetonu, wy-
tracony osad odsaczono, aceton oddestylowano,
ciecz stezono pod préznia /g, objetodci pierwotnego
roztworu acetonowego do pozostalosci dodano réwng
objetos¢ acetonu i wstawiono do lodowki.

Po kilku dniach wytragcony osad odsaczono i prébo-
wano przekrystalizowac¢ z goracej wody.

3. Roztwér butanolowy przepuszezono przez kolumne
chromatograficznag z tlenkiem glinu. Roztwér buta-
nolowy po adsorbcji jest koloru jasno-zéltego, bu-
tanol oddestylowano pod zmniejszonym ci$nieniem
i postepowano dalej, jak w p. 1. Rure chromato-
graficzng przemyto mieszaning wody, metanolu
i pirydyny. Zaadsorbowany na tlenku glinu bra-
zowy pigment prawie si¢ nie wymywa. FEluat odpa-
rowano w prozni.

4. Roztwo6r butanolowy gotowano z weglem aktywowa-
nym. Wegiel aktywowany odsaczono i wyekstraho-
wano roztworem metanolu i pirydyny w wodzie.
Ekstrakt odparowano w prézni, pozostaly po odsa-
czeniu wegla roztwér butanolowy zageszczono w proz-
ni pod zmniejszonym ci$nieniem i postgpowano da-
lej, jak w p. 1.
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. Roztwdér butonolowy przepuszczono przez kolumne
chromatograficzna z uwodniong krzemionka. Krze-
mionke wymyto roztworem wodnym pirydyny
1 kwasu octowego. Eluat oddestylowano pod préznia.

6. Roztwdér butanolowy wyklécono kilkakrotnie woda.

Jasny, zéttawy (prawie bezbarwny) roztwoér zagesz-

czono pod préznia.

Roztwor butanolowy zageszczono pod préznia, po-

zostato$¢ rozpuszczono i wytrzasano przez pare

godzin z zywica wymieniajaca kationy (f-my ang.

Light). Zywice odsaczono i wyplukiwano przez wy-

trzasanie z roztworem wodnym pirydyny i kwasu

octowego. FEluat zageszczono pod zmniejszonym ci$-
nieniem, pozostalo$¢ rozcienczono woda i gotowano

z weglem aktywnym, wegiel przemyto i eluat za-

geszezono pod proznig.

8. Roztw6r butanolowy zageszczono pod zmniejszonym

ci$nieniem do 1/;, objetosci, dodano réwna objetosé

eteru naftowego, pozostawiono do nastepnego dnia.

Osad odsgczono, rozpuszczono na goraco w wodzie,

dodano 10 obj. wrzacego acetonu, ciecz zdekanto-

wano, zageszczono do /g, obj. roztworu acetonowego
dodano réwna objeto$é acetonu i wstawiono do lo-
déwki. Po kilku dniach osad odsaczono.
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Otrzymane wedlug powyzszych metod (od 1 do 8) osady
badano na zawarto$¢ riboflawiny. Zadna ze zbadanych
prob nie dala pozytywnego wyniku, tj. nie stwierdzono
w nich obecno$ci riboflawiny. Otrzymane osady byly
lepkie, maziste, badz rozplywajace si¢ w powietrzu, zaé
roztwory wodne nie dawaly barwnych reakcji, charaktery-
stycznych dla riboflawiny.

Wobec otrzymania njemnych wynikéw z wywarem raci-
borskim, przypuszczaliSmy, ze rezultat ten jest spowodo-
wany zbyt duza zawartoScig zelaza w zacierach melasowych,
poddawanych fermentacji. Dla potwierdzenia tego przy-
puszczenia przygotowano prébne wywary po fermentacji
butanolowej zacierow sporzadzonych:

a. z maki jeczmiennej (6%, zacier) w naczyniach mie-
dzianych, pocynowanych; zageszczenie wywaru
przeprowadzono w naczyniach wylozonych olowiem;

b. z maki jeczmiennej w kolbach szklanych zagesz-
czanie wywaru przeprowadzono w parownicach por-
celanowych.

Wywary te (a 1 b) poddano analogicznym badaniom
na zawartos¢ riboflawiny, jak i wywar raciborski. I w tym
wypadku otrzymano wyniki ujemne. Zaden z prébnych
wywaréw, w ktorych obecno$é zelaza byla wykluczona,
nie wykazal obecnodci riboflawiny.

Z powyzszych badan nasuwa si¢ wniosek, ze przyczyna
nieobecno$ci riboflawiny w badanych wywarach jest sto-
sowany w fabryce raciborskiej szczep Clostridium acetobu-
tylicum, ktéry jest niezdolny do biosyntezy riboflawiny.

Poniewaz jednak gléwnym celem fabryki raciborskiej
jest produkcja acetonu i butanolu, za$ rézne szczepy Clo-
stridium acetobutylicum w stosunku do przeprowadzone;j
fermentacji sa bardzo kaprys$ne, nalezy do zagadnienia
otrzymywania riboflawiny z wywaréw pobutanolowych
podchodzi¢ bardzo ostroznie. Dopiero wyczerpujace ba-
dania laboratoryjne nad wyhodowaniem szczepu syntezuja-
cego riboflawine i dajacego dobre wydajnoSci acetonu
i alkoholu butylowego moglyby upowazni¢ do zmiany pro-
cesu w kierunku otrzymywania wywaréw nadajacych sie
do otrzymywania z nich riboflawiny.
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CONOEPXAHHE

I10 npaHHBIM JHTEPATYPHl BO BPEMS ALETOHO-OYTHIIOBOTO 6GPOMEHHMSA Mpo-
WCXORHT 6HOXHMHYECKHI cuHTes BuTaMuHa B, (puGodmapuna).

B Hactosmeit pabore HMCCNENOBAaHO 6Gapay TNOCHe aueToHO-GyTHIOEOro 6po-
JKEHUSA, TONY4eHHyI0 M3 (haOPHUKH, TIPOW3BONAINEH aUETOH W OYTHNOBHIH COMPT
METONOM GpOXEeHHs HaTOYHBIX 3aTOPO3, Ha COnepaHHe pubodnaeuHa.

Bapny skcrpardposaHO OyTHIOBBIM COMpPTOM. [lonyueHHw# pacTaop B EyTH-
JIOBOM CMWpTE, NOC/E OTAENEHHS TYCTOO BOASIHOTO CJIOSI, MAaJBEPrHYTO MCCNEno -
BAHHIO Ha conepxaHue pubodnapuHa, npuMeHAs 8 pasHeix metonos. Hu B on-
HOM Cliyyae pubodnaBHHA He OGHApPYMeHO. &

Insi NOATBEPMAEHHUS, YTO NMPHYHHOH OTCYTCTBMA pUOOdIaBHHA MOMET OHTH
NpPHCYTCBHE eNe3a B FATOYHBIX 3aTOpaX, NPHroToBNeHO Gapny nocne Gpoxe-
HHSl 3aTOPOB M3 AYMEHHOH MyKH. 3aTop OBUI NPHTOTOBJIEH B JIYMEHHBIX HIH
CTEKNSIHHBIX nocynax. W B 5THX 6Gapmax He OGHApYMeHO NPUCYTCTBHA PHOO-
dnasuHa.

ABTOpH NpUIWIH K 3aKNOYEHHIO, YTO MPHYHHOW OTCYTCTBHSi pHOODNasMHa
B 6apnax sBisiercs npuMeHseMmbli Ha sasone wramm. Clostridium aceto-
butylicum, xoropmit He cnocoben K 6GHOCHHTEse pPHOODNABHHA.

SUMMARY

According to the literature, acetone — butanol fermentation produces
a certain amount of vitamin B2 (riboflavin).

The authors examined the vinass from a factory producing acetone and
butanol from beet molasses, as to the presence of riboflavin,

The vinass was shaken with butanol. The butanol layer was separated
and was examined.
vered the presence of riboflavin.

Eight different methods were tried, but none disco-

Following these results, an attempt was made to find whether the pre-
sence of iron in the mash was responsible for the absence of riboflavin.
Therefore the mash was prepared of oats meal in tinned or glass vessels.
The fermentel material did not contain riboflavin either.

A conclusion was drawn that the strain of Clostridium acetobutylicum,
used by the factory, is incapable of bio-synthesising riboflavin.
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