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Badanie wywarów po fermentacji acetonowo-butanolowej 
na zawartość riboflawiny i możliwość jej otrzymywania 

STRESZCZENIE 

Przeanalizowano wywar otrzymany po oddestylowaniu zacierów 
z fermentacji acetonowo-butanolowej na zawartość riboflawiny, w którym 
nic stwierdzono obecności riboflawiny. 

Celem stwierdzenia, czy przyczyn;) nieobecności riboflawiny jest 
zawartość żelaza w zacierach melasowych, przygotowano wywar otrzyman y 
7. fermentacji zacierów z так] jęczmiennej, który nic zawierał żelaza. 
I w tycli warunkach nic stwierdzono obecności riboflawiny. Wyprowa­
dzono wniosek, że przyczyn;) nieobecności riboflawiny w wy.varach jest 
szczep Clostridium aceto-bul ylicum stosowany w wytwórni, który nie jest 
zdolny do biosyntezy riboflawiny. 

Kiboflawina — laktoflawina — witamina B j ma duże 
znaczenie dla celów leczniczych i odżywczych. Ponieważ 
synteza jej na drodze chemicznej nastręcza sporo trudności 
i jest kosztowna, poszukiwano od dawna naturalnych 
źródeł w świecie rośl innym. Wiadome było, że riboflawina 
występuje w tkankach roślinnych i zwierzęcych 1 2 , 2 5 , 2 0 , 
2", 5 U). Znaczenie przemysłowe uzyskało jednak dopiero 
odkrycie, że przy fermentacji acetonowo-butanolowej 
tworzy się w odpowiednich warunkach witamina H„. Zna­
lezienie najkorzystniejszych warunków pozwoliło zwiększyć 
wydajność riboflawiny tak znacznie, że uczyniło to wydoby­
wanie jej opłacalnym. Literatura tematu obejmuje prawie 
wyłącznie patenty, dostępne tylko w lakonicznych skró­
tach, kryjących zapewne wiele ważnych szczegółów. 

Fermentację prowadzą mikroorganizmy, a więc bak­
terie: Clostridium acetobutylicum ; l s , 4 2 , '"'), drożdże: 
Eremothecium ashbyii °, 1 0 , 1 7 , 3 6 ) , Ashbya gossypi 1 0 , 4 8 ) , 
Candida flareri Щ 4 T ) , Candida Guilliermondia 2 0 , 4 7 ) . Fer­
mentację prowadzono na różnego typu pożywkach i starano 
się przez dodawanie pewnych substancji Względnie usuwanie 
wpłynąć korzystnie na produkcję riboflawiny. Jako po­
żywki stosowano: r y ż 4 0 ) , zboże, kukurydzę, me la sę 4 0 ) , 
kartofle 1 1 ) , zbierane mleko, serwatkę 3 2 , 3 3 , 3 4 . ю ) . Do po­
żywek dodawano: soli nieorganicznych hp, siarczan amonu, 
magnezu -, 4 0 ) , fosforany 2, 4 l i , 2 0) ; materiały bogate w pro­
te iny 4 0 ) jak: pepton, albumina, jajka, mąka rybia, skrawki 
mięsa, s k ó r y 0 ) ; l ipoidy: oleje roślinne, fusy olejowe, lecy­
t y n a 6 , 4 2) cukry (syrop z b o ż o w y 4 0 ) ; aminokwasy 4 2 ) , 
asparagina, mocznik; biotyna 2 , 2 9 ) . Najkorzystniejsze p H 
waha się dość znacznie, przeważnie w granicach 5—7,5 1 0 , 1 4 , 

4 0 , 4 6 ) , niektórzy podają niższe jednak (pH — 3—3,f,) 2 0) 
i wyższe (pH — 9) », 4 2 ) . 

Metale jak Fe, N i , Co, Cu, Pb i Zn hamują biosyntezę 
riboflawiny 3 , и , 4 3 ) . Stwierdzono decydujący wpływ 
żelaza na wydajność riboflawiny. Nawet minimalna za­
wartość żelaza w pożywce redukuje wydajność ribofla­
winy. Kadzie fermentacyjne żelazne obniżają zawartość 
riboflawiny, również naczynia i przewody żelazne, z k tó­
rymi zacier się s tykał wywierają wyraźny ujemny wpływ n ) . 
Maksymalna dopuszczalna zawartość żelaza w pożywce 
nie może przekraczać 40—60 y / l 2 0 ) . 

Wyt łumaczenie wpływu żelaza na biosyntezę ribofla­
winy było przedmiotem badań. Л. Leviton s twierdzi ł , 3 0 ) 
że riboflawina, k tóra w czystych roztworach jest nadzwy­

czaj trwała wobec działania nadtlenku wodoru, rozkłada 
się szybko w rozcieńczonych roztworach nadtlenku wodoru 
w obecności śladów jonów żelazowych. Szybkość rozkładu 
wzrasta gwałtownie w granicach tych stężeń, przy których 
zachodzi gwałtowna redukcja wydajności ryboflawiny 
w syntezie mikrobiologicznej. Opatentowano dodawanie 
różnych związków inaktywujących jon żelazowy jak np. 
2,2' —- dwupirydyl 1 M, 1 9 ) , hydrosulfit sodowy, katalaza 3 1 ) . 

Aby uniknąć żelaza w aparaturze stosuje się kadzie 
z mas plastycznych 2 9 ) , wykładane aluminium 2») lub 
szkłem 2 9 ) . 

Ważne jest dobre napowietrzenie cieczy podczas fer­
mentacji 2 а , 4 5 , 4 6 ) . Optymalne wydajności riboflawiny w pro­
cesach fermentacyjnych prowadzonych na skalę techniczną 
wynoszą 300—400 y/ml p o ż y w k i 1 4 , 2 9 , 4 5 ) . 

Wyodrębnienie riboflawiny z wywarów nastręczało nie­
mało trudności. Riboflawina jest na ogół źle rozpuszczalna. 
Najlepiej rozpuszcza się w wodzie, ale tylko w ilości 12 mg 
w 100 g wody w 27,5° C. Rozpuszczalność wzrasta po do­
daniu do wody mocznika lub kwasu bornego, z którymi 
riboflawina tworzy kompleks. Rozpuszczalność ribofla­
winy w alkoholu metylowym wynosi 4,5 mg w 27,5°. Nie 
rozpuszcza się w typowych rozpuszczalnikach organicz­
nych jak: aceton, eter, benzen, chloroform. Dobrze roz­
puszcza się w roztworach alkalicznych, ale zachodzi równo­
cześnie szybki jej rozkład. Z innych utrudniających wy-
odrębienie i oczyszczenie riboflawiny należy wymienić 
dużą wrażliwość riboflawiny na światło; pod wpływem 
światła riboflawina rozkłada się nieodwracalnie, tracąc 
aktywność witaminy. Riboflawina posiada względnie dużą 
odporność na t empera tu rę : ogrzewając riboflawinę w 120" 
w ciągu 6 godzin stwierdzono tylko minimalny rozkład. 

Z materiałów roślinnych ekstrahuje się riboflawinę wod­
nymi roztworami kwasów lub mieszaninami wodno-alko-
holowymi, z wywarów pofermentacyjnych wodnych — 
alkoholem butylowym (nasyconym wodą) 2 4 , 2"). Po ek­
strakcji następuje kombinacja różnych metod wytrącań 
i adsorbeji. 

Do wytrącania stosowano: octan ołowiu, kwas fosforo-
tungstenowy w 1 n HgSO., następnie ekstrakcję osadu al­
koholem amylowym. Azotan srebra i siarczan rtęci nie 
wytrąca witaminy w roztworze kwaśnym, azotan srebra 
wytrąca riboflawinę tylko w roztworze neutralnym. 

Do adsorbeji riboflawiny stosowano: ziemię Fullera 
w roztworze kwaśnym 1 2 , **) (HCL) 2 5 , 2 0 ) , Supersorb (w spe­
cjalny sposób preparowana ziemia Fullera) 7) frankonit -l>'\) 
w roztworze neutralnym (rodzaj ziemi odbarwiającej) 
f lor is i l 4 1 ) — uwodniony żel krzemionkowy, askanit 8 ) , 
węgiel aktywny (noryt) l 5 ) . Ostatnio zastosowano do ad­
sorbeji riboflawiny syntetyczne żywice, jak żywica do wy­
miany kationów K H 9, amberlit IR 100 l e ) . Lepiej niż 
wolna riboflawina adsorbują się jej estry: octan, fosforan, 
jednobursztynian 4 1), tak np. tlenek glinu nie adsorbuje 
riboflawiny, ale acetylowane flawiny adsorbują się na tlenku 
glinu 2"). Do wymywania zaadsorbowanej riboflawiny 
używano: mieszaniny metanolowo-wodne, pirydynowo-
wodne 2 5 , 2 C ) , rozcieńczony amoniak 2 5 ) , kwas octowy, mie­
szaniny pirydyny z kwasem o c t o w y m 1 2 , 1 3 , 1 6 ) . Stosowano 
także niższe wielowodoroA e alkohole i ich estry, jak gli-
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ce ryna , g l i k o l , j edno-mety low y i j edno-e ty lowy , eter g l i ­
k o l u e t y l e n o w e g o 8 ) . P r z y w y m y w a n i u stosuje s ię z w y k l e 
t e m p e r a t u r ę p o k o j ó w ; } , n i ek iedy w y ż s z ą , do 100° *). 1 n-
t e r e s u j ą c ą m e t o d ą oczyszczan ia r i b o f l a w i n y jest w y t r ą c a ­
nie z r o z t w o r ó w z a w i e r a j ą c y c h r i b o f l a w i n ç z w i ą z k u o nie­
ustalonej budowie zwanego p rekurso rem r i b o f l a w i n y . W y ­
t r ą c a n i e p rzep rowadza s ię za p o m o c ą ś r o d k ó w r e d u k u j ą c y c h 
j a k N a 2 S 2 0 4 , TiCI. , , S n C l 2 , V S C ) 4 , C r C l 2 i C r S 0 4

 B , », » , 
Z a m i a s t c h e m i c z n y c h ś r o d k ó w r e d u k u j ą c y c h m o ż n a r ó w n i e ż 
w y k o r z y s t a ć bakter ie r e d u k u j ą c e , zdolne do • w y t w o r z e n i a 
w roz tworze odpowiedniego p o t e n c j a ł u r edukcy jnego . S to­
sowano w t y m celu z powodzen iem k i l k a n a ś c i e g a t u n k ó w 
bak te r i i j a k np. St reptococus zymogenes , S t reptococus 
1'aecalis, S t reptococus Hqiicfacien s *,**). P r e k u r s o r ł a t w o 
]>rzeksz ta łca s ię w r i b o f l a w i n ę . 

Ce lem niniejszej p r a c y b y ł a p r ó b a o t r z y m a n i a r ibof la ­
w i n y z w y w a r ó w po fermentacj i ace tono-butanolowej z fa­
b r y k i w R a c i b o r z u , o t r z y m y w a n y c h j a k o p r o d u k t odpad­
k o w y p r z y f a b r y k a c j i acetonu i b u t a n o l u . 

P rzed p r z y s t ą p i e n i e m do op racowan ia me tody w y d o ­
b y c i a r i b o f l a w i n y z w y w a r ó w pofe rmen tacy jnych n a l e ż a ł o 
z b a d a ć z a w a r t o ś ć w n i c h r i b o f l a w i n y . 

W t y m celu us ta lono n a pods tawie l i t e r a tu ry n a s t ę p u ­
jącą m e t o d y k ę b a d a ń : 3—4 1 w y w a r u w y t r z ą s a n o z 1—2 1 
bu tano lu przez 24—28 g o d z i n . O t r z y m a n o po oddz ie len iu 
od g ę s t e j w a r s t w y wodnej r o z t w ó r b u t a n o l o w y k o l o r u 
ż ó l t o - c z e r w o n e g o , z k t ó r y m p rzep rowadzono n a s t ę p u j ą c e 
p r ó b y : 

1. R o z t w ó r b u t a n o l o w y z a g ę s z c z o n o pod p r ó ż n i ą , po­
z o s t a ł o ś ć rozpuszczono w wodzie , zakwaszono HC1 
i w y t r z ą s a n o z z i e m i ą Fullera. Z i e m i ę Fullera od­
s ą c z o n o i w y m y w a n o przez k i l k u g o d z i n n e w y t r z ą ­
sanie z r o z t w o r e m p i r y d y n y i kwasu octowego 
w wodzie . Z i e m i ę F u l l e r a o d s ą c z o n o , r o z t w ó r za­
g ę s z c z o n o pod p r ó ż n i ą , p o z o s t a ł o ś ć rozpuszczono 
w wodzie , r o z t w ó r w o d n y eks t rahowano k i l k a k r o t ­
nie eterem ( d o p ó k i eter s ię barwi) , z a g ę s z c z o n o pod 
p r ó ż n i ą , rozpuszczono w wodzie, zadano ace tonem, 
pozos tawiono do drugiego dn ia , p r z e s ą c z o n o , aceton 
oddes ty lowano i r o z t w ó r odparowano w p r ó ż n i . 

2. R o z t w ó r b u t a n o l o w y z a g ę s z c z o n o pod p r ó ż n i ą do 
Vio o b j ę t o ś c i , wlano l O o b j ę t o ś c i w r z ą c e g o acetonu, w y ­
t r ą c o n y osad o d s ą c z o n o , aceton oddes ty lowano , 
ciecz s t ę ż o n o pod p r ó ż n i ą 1 / s 0 o b j ę t o ś c i p ie rwotnego 
r o z t w o r u acetonowego do p o z o s t a ł o ś c i dodano r ó w n ą 
o b j ę t o ś ć acetonu i ws t awiono do l o d ó w k i . 
P o k i l k u d n i a c h w y t r ą c o n y osad o d s ą c z o n o i p r ó b o ­
wano p r z e k r y s t a l i z o w a ć z g o r ą c e j w o d y . 

3. Roztwór b u t a n o l o w y przepuszczono przez k o l u m n ę 
c h r o m a t o g r a f i c z n ą z t l e n k i e m g l i n u . R o z t w ó r bu ta­
n o l o w y po adsorbej i jest k o l o r u jasno-żółtego, bu­
tanol oddes ty lowano pod z m n i e j s z o n y m c i ś n i e n i e m 
i p o s t ę p o w a n o dale j , j ak w p. 1. R u r ę ch roma to ­
g r a f i c z n ą p r z e m y t o m i e s z a n i n ą wody , metano lu 
i p i r y d y n y . Z a a d s o r b o w a n y na t l enku g l inu b rą ­
z o w y p igment p rawie s ię nie w y m y w a . E l u a t odpa­
rowano w p r ó ż n i . 

4. R o z t w ó r b u t a n o l o w y gotowano z w ę g l e m a k t y w o w a ­
n y m . W ę g i e l a k t y w o w a n y o d s ą c z o n o i wyeks t raho­
wano r o z t w o r e m metano lu i p i r y d y n y w wodzie . 
Ekstrakt odpa rowano w p r ó ż n i , p o z o s t a ł y po odsą­
czen iu w ę g l a r o z t w ó r b u t a n o l o w y z a g ę s z c z o n o w p r ó ż ­
n i pod z m n i e j s z o n y m c i ś n i e n i e m i p o s t ę p o w a n o da­
lej , jak w p. 1 

5. R o z t w ó r b u t o n o l o w y przepuszczono przez k o l u m n ę 
c h r o m a t o g r a f i c z n ą z u w o d n i o n ą k r z e m i o n k ą . K r z e ­
m i o n k ę w y m y t o r o z t w o r e m w o d n y m p i r y d y n y 
i kwasu octowego. K l u a t oddes ty lowano pod p r ó ż n i ą . 

6. R o z t w ó r b u t a n o l o w y w y k ł ó c o n o k i l k a k r o t n i e w o d ą . 
J a sny , ż ó ł t a w y (prawie bezba rwny) r o z t w ó r z a g ę s z ­
czono pod p r ó ż n i ą . 

7. R o z t w ó r b u t a n o l o w y z a g ę s z c z o n o pod p r ó ż n i ą , po­
z o s t a ł o ś ć rozpuszczono i w y t r z ą s a n o przez p a r ę 
godz in z ż y w i c ą w y m i e n i a j ą c ą k a t i o n y ([-my ang . 
L i g h t ) . Ż y w i c ę o d s ą c z o n o i w y p ł u k i w a n o przez w y ­
t r z ą s a n i e z r o z t w o r e m w o d n y m p i r y d y n y i k w a s u 
octowego. K l u a t z a g ę s z c z o n o pod z m n i e j s z o n y m ciś­
n ien iem, p o z o s t a ł o ś ć r o z c i e ń c z o n o w o d ą i go towano 
z w ę g l e m a k t y w n y m , węg ie l p r z e m y t o i eluat z a ­
g ę s z c z o n o pod p r ó ż n i ą . 

8. R o z t w ó r b u t a n o l o w y z a g ę s z c z o n o pod zmnie j s zonym 
c i ś n i e n i e m do ' / m o b j ę t o ś c i , dodano r ó w n ą o b j ę t o ś ć 
eteru naftowego, pozos tawiono do n a s t ę p n e g o dn ia . 
Osad o d s ą c z o n o , rozpuszczono na g o r ą c o w wodzie , 
dodano 10 ob j . w r z ą c e g o ace tonu, ciecz zdekanto-
wano, z a g ę s z c z o n o do ' / 8 0 ob j . r o z t w o r u acetonowego 
dodano r ó w n ą o b j ę t o ś ć acetonu i ws t awiono do lo­
d ó w k i . Po k i l k u l i n i a c h osad o d s ą c z o n o . 

O t r z y m a n e w e d ł u g p o w y ż s z y c h metod (od 1 do 8) osady 
badano na z a w a r t o ś ć r i b o f l a w i n y . Ż a d n a ze zbadanych 
p r ó b nie d a ł a p o z y t y w n e g o w y n i k u , t j . nie s twierdzono 
w n ich o b e c n o ś c i r i b o f l a w i n y . O t r z y m a n e osady b y ł y 
lepkie , mazis te , b ą d ź r o z p ł y w a j ą c e s i ę w powie t r zu , z a ś 
r o z t w o r y wodne nie d a w a ł y b a r w n y c h reakc j i , cha rak te ry ­
s t y c z n y c h d l a r i b o f l a w i n y . 

W o b e c o t r z y m a n i a u j e m n y c h w y n i k ó w z w y w a r e m r a c i ­
b o r s k i m , p r z y p u s z c z a l i ś m y , że r ezu l t a t ten jest spowodo­
w a n y z b y t d u ż ą z a w a r t o ś c i ą ż e l a z a w zacierach me lasowych , 
p o d d a w a n y c h fermentac j i . D l a p o t w i e r d z e n i a tego p r z y ­
puszczen ia p r z y g o t o w a n o p r ó b n e w y w a r y po fermentacj i 
butanolowej z a c i e r ó w s p o r z ą d z o n y c h : 

a. z m ą k i j ę c z m i e n n e j ( t i ° 0 zacier) w naczyn i ach mie­
d z i a n y c h , p o c y n o w a n y c h ; z a g ę s z c z e n i e w y w a r u 
p rzeprowadzono w naczyn i ach w y ł o ż o n y c h o ł o w i e m ; 

b. z m ą k i j ę c z m i e n n e j w k o l b a c h s z k l a n y c h z a g ę s z ­
czanie w y w a r u p rzep rowadzono w p a r o w n i c a c h por­
c e l a n o w y c h . 

W y w a r y te (a i b) poddano a n a l o g i c z n y m b a d a n i o m 
n a z a w a r t o ś ć r i b o f l a w i n y , j ak i w y w a r r a c i b o r s k i . I w t y m 
w y p a d k u o t r z y m a n o w y n i k i ujemne. Ż a d e n z p r ó b n y c h 
w y w a r ó w , w k t ó r y c h o b e c n o ś ć że laza b y ł a w y k l u c z o n a , 
nie w y k a z a ł o b e c n o ś c i r i b o f l a w i n y . 

Z p o w y ż s z y c h b a d a ń nasuwa s ię wniosek , że p r z y c z y n ą 
n i e o b e c n o ś c i r i b o f l a w i n y w b a d a n y c h w y w a r a c h jest s to­
sowany w fabryce rac iborskie j szczep C l o s t r i d i u m acetobu-
t y l i c u n i , k t ó r y jest n i ezdo lny do b i o s y n t e z y r i b o f l a w i n y . 

P o n i e w a ż jednak g ł ó w n y m celem f a b r y k i rac iborsk ie j 
jest p r o d u k c j a acetonu i bu tano lu , z a ś r ó ż n e szczepy C l o ­
s t r i d i u m a c e t o b u t y l i c u m w s t o s u n k u do przeprowadzone j 
fermentacj i są bardzo k a p r y ś n e , n a l e ż y do zagadnien ia 
o t r z y m y w a n i a r i bo f l awiny z w y w a r ó w p o b u t a n o l o w y c h 
p o d c h o d z i ć bardzo o s t r o ż n i e . Dop ie ro w y c z e r p u j ą c e ba­
dan ia laboratoryjne nad w y h o d o w a n i e m szczepu s y n t e z u j ą -
cego r i b o f l a w i n ę i d a j ą c e g o dobre w y d a j n o ś c i ace tonu 
i a l k o h o l u bu ty lowego mogłyby u p o w a ż n i ć do z m i a n y p ro ­
cesu w k i e r u n k u o t r z y m y w a n i a w y w a r ó w n a d a j ą c y c h s i ę 
do o t r z y m y w a n i a z nich r i b o f l a w i n y . 
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С О Д Е Р Ж А Н И Е 

По данным литературы ЕО время ацетоно-бутилово^о брожения про­
исходит биохимический синтез витамина В, (рибофлавина). 

В настоящей работе исследовано барду после ацетоно-бутилового бро­
жения, полученную из фабрики, производящей ацетон и бутиловый спирт 
методом брожения наточных затороз, на содержание рибофлавина. 

Барду экстрагировано бутиловым спиртом. Полученный раствор в бути­
ловом спирте, после отделения густо, о водяного слоя, падвергнуто исследо 
•анию на содержание рибофлавина, применяя 8 разных методов. Ни в од­
ном случае рибофлавина не обнаружено. * 

Для подтверждения, что причиной отсутствия рибофлавина может быть 
присутсвие железа в паточных заторах, приготовлено барду после броже­
ния затороз из ячменной муки. Затор был приотовлен в луженных или 
стеклянных посудах. И в этих бардах не обнаружено присутствия рибо­
флавина. 

Авторы пришли к заключению, что причиной отсутствия рибофлавина 
в бардах является применяемый на заводе штамм. Clostridium aceto-
but ylicuin, который не способен к биосинтезе рибофлавина. 

S U M M A R Y 

According to the literature, acetone — butanol fermentation produces 
a certain amount of vitamin B 2 (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. Eight different methods were tried, but none disco­
vered the presence of riboflavin. 

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 nieal 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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