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BIOSYNTEZA VITAMINU B,, SO ZAMERANIM NA VYROBU
KRMNYCH KONCENTRATOV

E. BUNTOVA, A. PESTUKOVA, E. CZAFIKOVA
Ustredny vyskumny tstav potravinarskeho priemyslu, pobotka v Bratislave

Okrem vitaminov A i D najvidsi vyznam vo vyzive hospodarskych zvierat
ma vitamin B, [1]. Podla doterajsieho stavu badania sa v rastlinnych krmo-
vinach vyskytuje iba v stopovych mnozstvach [2]. Pre ndhradu Zivodisnych
bielkovin -nutriéne menej hodnotnymi rastlinnymi bielkovinami stad¢i koncen-
tracia 20 mg vitaminu B,, na tonu krmiva, aby sa dosiahli vyznamné prirastky
na vahe [3].

Velkym pokrokom bol objav ‘nutriéného d&initela, tzv. ,,animal protein
faktora (APF), t.~j. Zivodisneho bielkovinového faktora, nepostradatelného
pre‘dobry vyvoj mladého organizmu. Jeho hlavnou siéastou je prave vitamin
B,; okrem inych rastovych latok, doteraz blizsie neidentifikovanych, ako aj
prekurzorov [ 2].

Vitamin' B,, ako najaktivnejSi biologicky faktor sa uplatnuje najmi pri
‘obchacovani krmiv pre zvieratd s kratkym trdviacim traktom, pri chove
osipanych (odstavéiat) a hrabavej hydiny. Preparaty vitaminu B,, nevyZaduju
preiﬁvavce (hovidzi dobytok, ovee), ktoré si ho syntetizuji vlastnou mikro-
flérou bachora.

Vysokéd biologickd Géinnost vitaminu B, je podmienend jeho Specifickou
funkciou v intermedidrnom metabolizme. Participuje na biosyntéze proteinov,
na metabolickych reakcidch syntézy metylskupin, purinovych a pyrimidino-
vych baz, nukleovych kyselin, sulfhydrilovych skupin, pri sacharidovom
a tukovom metabolizme [4, 5].

Této délezitost vitaminu B,, podmienila vyvoj, ktory viedol k priemyselne;j
vyrobe technického vitaminu By,.

Bigﬁsyntézu vitaminu B,, mikroorganizmami objavil E. L. Rickes a spolu-
pracovnici r. 1948 [6]. Od tohto &asu sa jeho produkeia technologicky ustavié-
ine zdokonaluje submerznou kultiviaciou za aerébnych i anaerébnych podmie-
nok. Pouzivaji sa najmé druhy rodu Bacterium, Bacillus a Streptomyces.

_Pré biosyntézu vitaminu B, v priemyselnom rozsahu sa vyuZivaji pro-
dukéné kmene, zarudujice maximilne vytazky tohto vitaminu. Najmé Actino-
myces, olivaceus [7—10] a Propionibacterium shermanii [11, 12] sa uspeine
aplikuju vo velkovyrobe. Tieto kmene sa v podobe vysusenej biomasy pouzi-
waju ako vitaminovy doplnok, pridavany do krmiva.

Vyroba biologicky Géinného a netoxického preparatu vitaminu B,; ako
vhodného doplnku_ Zivo¢i§nych krmovin spodiva v zahusteni fermentalnej
tekutiny po fermentacii Actinomyces olivaceus. Potom nasleduje vysuSenic bez
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predchadzajicich separaénych procesov vlastného vitaminu. Pri pouziti Pro-
piombacterium shermanit sa vitamin B,, ziskava vysuSenim odcentrifugovanej
biomasy.

V nasej préci sa zaoberame pripravou suSeného koncentratu vitaminu B,,.
Pri sledovani dynamiky procesu biosyntézy vitaminu B,, produkénymi kmeii-
mi Actinomyces olivaceus a Propionibacterium shermanii sme sa zamerali na
vyuZitie rozliénych odpadov kvasného priemyslu ako kultivaéného média. S
to najmé vypalky pristupné v dostatoénom mnozstve, ktoré mozno po do-
plneni niektorymi Zivinami dspesne pouzit pre mikrobialnu fermentéciu. Na
produkeiu vitaminu B,, sme pouzili jednak vypalky melasové, zemiakové,
pSeni¢né, jednak vypalky po vyrobe biologicky aktivneho droZdia (melasa—
maltéza) [13]. VysuSenim a zomletim biomasy producentov vitaminu B, sa
ziska vhodny kfmny pripravok v praskovej forme.

Experimentalna ¢ast

Prenesenim kluéky spér z vysporulovanej kultury produkéného kmena Acténomyces
otvaceus zo zemiakového agaru [14] sme pripravili vegetativne inokulum ako 48—72
hodinovi trepackovi kultiru. Fermentaény substrdt sme upravili tak, aby pomer celko-
vého dusika ku glycidom bol asi 1 10 [15]. Fermentdcia prebiehala pri 28—30 °C na
reciprokej trepacke v 750 ml bankdch so 150 ml plnenim alebo v dvojlitrovych sklenych
fermentoroch s 1500 ml plnenim substritu za nepretrzitého miesania a prevzdusnovania.
Pre produkeciu véésieho mnozstva biomasy sme pouzili 130 litrovy fermentor s 50 litro-
vym plnenim takisto za stdleho mieSania a prevzduSinovania.

Produkény kmen Propionibacterium shermanit sme viedli zaéinajuc skumavkovou
uchovdvacou kultirou cez inokulum az po fermentdciu podla V. G. Makareviéa [16]
v malej Uprave fermenta¢ného substriatu za pridavku vypalkov. V 250 ml bankédch sme
fermentovali 150 ml objemy alebo v 500 ml bankdch 400 ml objemy za anacerébnych
podmienok pri 28—30 °C. V pravidelnych ¢asovych intervaloch sme upravovali pH
a priddvali glukézu do maximélnej koncentrédcie 1 %,.

Inokulaéné i fermentadné substraty (okrem substratu pre tank, ktory sa jednorazovym
prevarenim zbavil vegetativnych foriem mikroorganizmov) sme sterilizovali v pare po
dobu 30 minat 3 dni za sebou. Po sterilizdcii sa pH vo vsetkych pokusoch upravilo na
hodnotu 7,0—7,2.

Ako zdroj uhlika sa do vypalkov priddvala glukéza.

Pre zvysenie produkcie sme pouzili prekurzor chlorid kobaltnaty v mno#stve 0,5—1
mg %. Pri pouziti produkéného kmena Propionibacterium shermanii priddval sa eSte
v stopovych mnozstvéch 5,6-dimetylbenzimidazol.

Pocas fermentdcie sme v pravidelnych ¢asovych intervaloch sledovali potrebné analy
tické udaje:

Vitamin B,, po spracovani fermentaénej tekutiny s kyanidom draselnym [17, 18] sme
stanovovali mikrobiologicky platiiovou titréciou za pouzitia testovacieho organizmu
Escherichia coli M 113—3. Pri vybere najvhodnejiej metodiky na stanovenie a vyhodno-
tenie idajov koncentrécie vitaminu B;, sme v niektorych fazach fermentdcie zistili ldtky,
ktoré posobia inhibiéne na rast testovacieho organizmu. Po prevereni testovacich orga-
nizmov Escherichia coli M-200 a M 113-3, testovacich pdd podla S. M. Cajkovskej
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a E. Harrisonovej, ako aj vypodtov podla V. Schuha [19], S. Rosypala [20] a J.
Cernej [21] sme vybrali taky sposob vyhodnotenia, pri ktorom sa eliminuje vplyv
inhibiénych ldtok a ktory mozno pouzit na rozbory fermentaénych tekutin. Najlepsie sa
ném osved¢il [22] postup podla E. Harrisonovej [23], avSak za pouZitia testovacej
pddy spésob podla S. M. Cajkovskej [24]. Tato poda je totiZ menej néroéné na prida-
vané ingredienty. Obsah vitaminu B,, sme vyhodnocovali matematickym postupom.
podla I. Cernej [21].

Sudinu mycélia sme stanovovali vdzkove [25]. Prefiltrované mycélium sme okrem
destilovanej vody premyvali zriedenou kyselinou solnou, aby sme vyluéili pritomny
uhliéitan vépenaty.

Ubytok cukrov sme urdovali podla Bertranda a vyjadrili ako percento glukézy [26].
Kvalitativne zastipenie cukrov, ako aj pritomné aminokyseliny vo fermentujtcich.
tekutindch sme sledovali chromatograficky [27].

Sfermentovant tekutinu Actinomyces olivaceus o koneénej suSine 3,5 9, sme infra-
lampami sudili v tenkych vrstvdch po zahusteni v cirkulaénej odparke na ca 35 %,
susinu v rozpraSovacej suSiarni. MensSie kvantd odcentrifugovanej biomasy Propioni-
bacterium shermanii sme susili v laboratérnej suSiarni.

Vysledky a diskusia

Pretoze produkéné kmene vyzadujti pritomnost organického dusika, sledo-
vali sme i aminokyseliny fermentadnych vypalkovych substratov (tab. 1).
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** Po vyrobe biologicky aktivneho drozdia.
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Chromatograficky sme zistili 16 aminokyselin (zemiakové vypalky). V kvalita-
tivnom zastipeni sa jednotlivé vypalky navzdjom velmi neli§ili. V priebehu
fermentacie sa vicésina aminokyselin metabolizovala [28].

Pre naSe fermentadné pokusy, ako sme uz uvviedli, pouzili sme produkéné
kmene Actinomyces olivaceus a Propionibacterium shermanii, u ktorych je
dalsie spracovanie sfermentovanej tekutiny najekonomickejsie pre pomerne
prijatelné vytazky vitaminu B,,.

Graf 1 zndzornuje dynamiku produkcie vitaminu B,,, skvasovania cukrov,
tvorby mycélia a zmien pH podas fermentdcie kultirou Actinomyces olivaceus
na pdeniénych vypalkoch v hlinikovom tanku za prevzdustiovania (ca 4 litre
za jednu minutu) a mieSania (250 ot./min.). Tieto udaje st totozné s hodnota-
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Graf 1. Priebeh fermentdcie vitaminu B,,
kmenom Actinomyces olivaceus v tanku
(130 1) za pouzitia pSeniénych vypalkov.

Graf 2. Priebeh fermentdcie vitaminu B,
kmenom Propionibacterium shermanie.

Krivka I — fermentaény substrdt vypal-

kovy, krivka 2 — fermentadny substrat
vypalkovy, obohateny corn-steepom (1 : 1),
krivka 3 — fermentacény substrat vypalko-
vy, obohateny corn-steepom a zemiakovou
plodovou vodou (1 : 0,5 : 0,5).

mi ostatnych fermentécii v pokusoch vykonanych v malych objemoch za
upotrebenia uz uvedenych druhov vypalkov, ako aj vypalkov obohatenych
dal$im proteinovym alebo glycidovym materiilom.

Biosyntéza vitaminu B,, kultirou Propionibacterium shermanii (graf 2) sa
Vv podstate vyznaduje inym priebehom. Z fermentécie na neprizivenych vypal-
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koch po vyrobe biologicky aktivneho droZdia rezultuji nizke vytazky vita-
minu B,,. AvSak po obohateni tychto vypalkov corn-steepom a zemiakovou
plodovou vodou sa obsah vitaminu B,, zvys$il 5—7 nisobne.

Na koncentrdciu vitaminu B;, vo vyfermentovanej a vysuienej biomase
vplyvaji rozlitné faktory najmi pri zahustovani a sudeni, ako je napriklad
teplota, konstrukény material, pH a skladovanie.

Tabulka 2
. *
Biomasa kultury Koneerr:ltg;/;la Bis Literatura
APF 0,02 K. R. Dietrich [3]
Propionibacterium shermanis 300—350 SSSR [29]
Propionibacterium shermanis 80—300 vlastné pokusy
Bacillus megaterium 20—30 K.R.Dietrich [30]
Streptomyces olivaceus 30 K.R.Dietrich [3]
NRRL-B-1125
Streptomyces olivaceus 30 H.H. Hall [9]
NRRL-B-1125
Streptomyces olivaceus 35—39 V.F.Pfeifer [8]
NRRL-B-1125 (az 200)
Streptomyces olivaceus 20—60 A.S.Hester [7]
NRRL-B-1125
Actinomyces olivaceus 1—5
(blizsie neoznaéeny) (v kombinovanych vlastné pokusy
koncentrétoch)

* Uvedené hodnoty koncentrécie vitaminu B,, treba posudzovat relativne, kedze ako
sme zistili [22], zdvisia od testovace] techniky (testovaei organizmus, testovacia pdda,
vlastny vypoéet koncentrécie).

V tab. 2 porovnivame zistené hodnoty koncentracie vitaminu B,, v 1 g
vysuSeného vitaminového koncentratu vlastnej produkeie s idajmi v literatire.

Hoci najprirodzenej§imi zdrojmi vitaminu B,, st ZivoéiSne bielkoviny,
doplnkovymi zdrojmi v modernej vyzive v8ak zostavaji koncentraty vitaminu
B,,, vyrobené mikrobidlnou cestou. Tato perspektiva je najekonomickejsia,
lebo ziskanie vitaminu B, je technologicky unosné a vyrobeny vitamin B, je
fyziologicky udéinny. Ziskavanie vitaminu B,, hnilobnymi procesmi splaskov
mestskych &istiacich stanic, resp. zo zvy¥kov fermentovanych obsahov bacho-
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rov prezivavcov je kolisavého obsahu a vznikaji faktory vitaminu B, kolisa-
vej tidinnosti pre humannu a veterinirnu aplikdciu, alebo vébec neuéinné.

Tdto prdca je Castou viskumnej wlohy ,,Vyskum biochemickych koncentrdtov z odpadov
kvasného priemyslu’’, na riedent ktorej sa okrem uvedenych autorov zubastnili S. Barica,
M. Cunderlikovd, M. Grodovsky, P. Hanula, M. Tibenskd.

Suhrn

Opisuje sa priprava koncentratu vitaminu B,, pre kfmne tdely. Fermentagé-
né tekutina po fermentdcii kultirou Acttnomyces olivaceus, po okysleni a sta-
bilizdcii vitaminu siriéitanom sodnym sa zahustila a vysusila. Ziskany vysuSe-
ny pripravok obsahoval v 1 g 1-—5 meg vitaminu B,, v zavislosti od spésobu
sufenia a mnoZstva pridanych stiidasti (kvasniénd biomasa, mlato).

Biomasa Propionibacterium shermanit po odcentrifugovani a vysuSeni vy-
kazovala v 1 g podstatne vysSiu koncentraciu vitaminu B,, (80—300 mcg),
podla spdsobu fermentéacie a podmienok su$enia.

Fermentaénymi pokusmi sa zistila moZnost produkeie vitaminu B,, na
substratoch odpadédvajucich z potravinarskej vyroby, najmé na vypalkoch
po vyrobe droZdia. Jednotlivé druhy vypalkov neovplyvnili biosyntézu vita-
minu B,, kmetiom Actinomyces oltvaceus ani za prisady dalsieho proteinového
alebo glycidového zdroja natolko, aby sa to prejavilo radovym zvySenim
obsahu vitaminu. Pri pouziti kmena Propionibacterium shermanii sa spomenu-
tymi prisadami zvysila produkeia 5—7 nasobne.

BMOCMHTE3 BUTAMIMHA B,. B OTHOIEHHNNW ITPOU3BOJACTBA
HOPMOBBIX KOHIEHTPATOB

9. BYHTOBA, A. IIENITYKOBA, 9. HA®IKOBA
IlerTpanbHbIl BCCIIC(0BATENIBCKUH HHCTHTYT NMUIIEBOM NPOMBIILICHHQCTH
B Bparucnase

B paboTe ommchiBaeTCst NMPHrOTOBJCHHE KOHLEHTPATOB BHUTAMHHa B,, MUIA KOPMOBLIX
ueseii. OepMCHTAOMOHHAS MKAJKOCTh 10 (epMEHTANMH KYJAbTYpoil Actinomyces olivaceus,
IO OKUCIEeHHHM M cTabuiM3auuu BUTAMHMHA CePHUCTOKMCIBIM HaTpueM Ohlma 3arymena
i BpicymreHa. IlonmyuenHsrii BLICYNICHHBIH Ipermapar cojgepan B 1 rp. ot 1 go 5 Mr. Bura-
MEHa B, B 3aBHCHMOCTH OT cHocoda CYIIeHHs M KOJIMYCCTBA NPHAAHHLIX COCTABHLIX UaCTeif
(mpoxcxeBast OuoMacca, HMEBIXH).

Buomacca Propionibacterium shermanii 1o OeHTpE(QYrHpoBaHAM ¥ BBICYIIABAHNH
noKrasasnia B 1 Tp. 3HaYATENILHO BHICINYIO KOHIEHTpanuio BATaMaHa B, a To ot 80 o 300 Mr.,
B 3aBHCUMOCTH Ha crmoco0e fepMeHTaNHA M YCIOBHIl BHICYIINBAHU.

(DepMEUTAIIMOTHEIME ONEITAMM MKl YCTAHOBHJIN BO3MOKHOCTL IPOAYKUMM BHTAMHHA B,
Ha cyOcTpaTax, KOTOpHIe SIBIAIOTCA 0TX0JAMA MHIEBOM NPOMLIINIEHHOCTH , IIIaBHEIM 00pa30M
Ha Gapne ppoxcxeil. Pas:iinuske copra 6ap/sl He HMeNE BIMAHAA Ha OBOCHHTe3 BATaMAHA I3,
wrammom Actinomyces olivaceus nake NpA IpHgade AAaiblIero IPOTEMHOBOTO HITH IJIMIM~
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DOBOTO HCTOYHMKA Tak, UTOOLI 3TO IIPOSIBUIOCH IIOPSIIKOBLIM YBCINUEHHEM COJAEPMMaHMs
Butamuna. llpm npumenenun mramma  Propionibacterium shermanii  ynoMaHYTLIME
BEHNIECTBAMM ITPOIYKLMs yBEIM'LIAChL B d—7 pas.

Iocrymuiro B pegarmuio 15. 4. 1961 r.

BIOSYNTHESE DES VITAMINS B,, IN RICHTUNG
DER ERZEUGUNG VON KONZENTRATEN FUR MASTZWECKE

E. BUNTOVA, A. PESTUKOVA, E.CZAFIKOVA
Zentrales Forschungsinstitut fir die Nahrungsmittelindustrie in Bratislava

In der vorliegenden Arbeit wird die Herstellung eines Vitamin B,,-Konzentrates fiir
Mastzwecke beschrieben. Die Fermentationsfliissigkeit wird nach der Fermentation
mittels einer Kultur von Actinomyces olivaceus, nach dem Ansduern und der Stabilisie-
rung des Vitamins mit Natriumsulfit, eingedickt und getrocknet. Das erhaltene Trocken-
préparat enthielt in 1 g eine Menge von 1 bis 5 meg Vitamin B,,, in Abhiingigkeit vom
Trocknungsverfahren und der Menge der zugesetzten Bestandteile (Hefe-Biomasse,
Treber).

Die Biomasse Propionibacterium shermanit wies nach dem Abschleudern und Trocknen
in 1 g eine wesentlich héhere Konzentration an Vitamin B,, auf — 80 bis 300 meg, u. zw.
je nach der Art der Fermentation und den Trocknungsbedingungen.

Durch Fermentationsversuche haben die Autoren die Moglichkeit einer Vitamin B,,-
Produktion auf Substraten festgestellt, die aus der Nahrungsmittelerzeugung abfallen,
haupséchlich auf Schlempe nach der Hefeerzeugung. Die einzelnen Schlempearten beein-
flussten die Biosynthese des Vitamins B,, durch den Stamm Actinomyces olivaceus auch
«lurch einen Zusatz einer weiteren Protein- oder Glycidquelle nicht derartig, dass dies
durch eine stellenmissige Erhohung des Vitamingehalts zum Ausdruck gelangt wiire.
Bei Verwendung des Stamms Propionibacterium shermani? mit den erwihnten Zusdtzen
erhohte sich die Produktion um das 5—7-fache.

In die Redaktion eingelangt den 15. 4. 1961
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