KVASNA PRIPRAVA RIBOFLAVINU

MILOS KULHANEK
Biochemicky vyzkumny ustav Praha, poboéka v Neratovicich

Prehled literatury o biosynthese riboflavinu vysel pred casem v tomto c¢a-
sopisu [1]. Uvddim proto pouze novéjsi prace, pojednavajici o tomto thematu-

Zaleskaja [2] popsala obohacovani obilno-bramborovych vypalkt ribo-
flavinem kultivaci plisné Aspergillus flavus. Tim zptsobem lze ziskati prepa-
raty, obsahujici 30—349, bilkovin a 30—92 y riboflavinu v 1 g.

Levine a spolupracovnici [3] pouzivali Candida guilliermondia, kultivované
v synthetickém kvasném mediu se siranem amonnym nebo mocovinou jako
zdrojem dusiku a. obsahem Zeleza 40— 60 y v 1 litru. Dosahli v laboratornim
méfitku konetné koncentrace 177 y riboflavinu v 1 ml zkvaseného roztoku
a 118 y v 1 ml v poloprovoznim méritku. Candida flarert vytvorila pry nejvyse
576 v riboflavinu v 1 ml Zivného substratu v laboratornim méfritku a nejvyse
325y v 1 ml v poloprovoze.

Jiny mikroorganismus, jehoz pouziti k biosynthese riboflavinu bylo popsé-
no, je kvasinkovita Ashbya gossypii. Po prvé v ni nalezl riboflavin Guillier-
mond se spolupracovniky [4]. Uvedl, Ze za podminek optimalnich pro tvorbu
riboflavinu u Eremothecia ashbyit, vytvaii pouze nepatrnid mnozstvi ribo-
flavinu. AvSak Vickerham a spolupracovnici [5] nalezli ve sbirce Northern
Regional Research Laboratory (Peoria, Illinois) oranzové-zlutou odrudu
4. gossypri, oznacovanou jako kmen NRRL Y — 1056, ktera produkovala po
8 dnech az 381 y riboflavinu v 1 ml zkvaSeného roztoku, aniz bylo nutno upra-
vovati obsah Zeleza v kvasném mediu. Tanner se spolupracovniky [6] stu-
dovali dale ¢initele ovliviiujici vytézky riboflavinu u této odrudy. Koneéné
v podstaté opét tatdz pracovni skupina [7] publikovala popis maloprovozniho
zafizeni k vyrobé riboflavinovych koncentrata za pouziti uvedeného kmene.
Udavané vytézky ¢ini pry v pfiznivém pripadé 500—848 y v 1 ml. Uvadim
i piislu§né patenty [8].

Mikroorganismem, ktery je podle tdaja literatury nejc¢astéji pouzivan ke
kvasné piipravé riboflavinu, je Eremothecium ashbyii. Bylo podrobné popsino
Guilliermondem r. 1935 [9]. JiZ v prvé publikaci se autor zminil, Ze vytvaii
zluty pigment, pozdéji prokazali Guilliermond, Fontaine a Raffy,
ze tento pigment je totoZny s riboflavinem [4]. Raffy a Fontaine [10] uvedli
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déle mnozstvi riboflavinu produkovand na Gorodkovové agaru: 85,6 y v 1 g
po 19 dnech kultivace. Isolaci riboflavinu ze substrati, na nichz bylo kulti-
vovano E. ashbyui, provedli poprvé Mirimanoff a Raffy [11]. Teprve pozdé&ji:
[12] byly popsany kultivaéni podminky v tekutém substratu s vytézkem az
80 y riboflavinu v 1 ml. Schopfer nalezl [13], Ze E. ashbyii patii, pokud se-
tyka vyzadovanych riistovych latek, k naroénym mikroorganismtim. Re-
naud a Lachaux [14] pripravili za pouziti E. ashbyii po 24 dnech kultivace-
aZ 159 y riboflavinu v 1 ml zkvaSeného roztoku. Hickey [15] uvédi, Ze vy-
tézky vyssi nez 200 v v 1 ml nejsou vSeobecné uznavany.

Deseive studovala [16] podminky vysokych vytézka riboflavinu pfti
kultivaci E. ashbyii. Pouzila po prvé i submersniho zptsobu kultivace. Na-
lezla, ze pro tvorbu riboflavinu je nutny blize neuréeny, ke zvySené teploté-
maélo odolny faktor, ktery je niéen dlouhou sterilisaci Zivnych ptid. Vhodné-
Ziviny jsou: glukosa (i technicka), kvasniénad voda, sladina, nevhodné jsouw
ethanol a glycerin. Optimum pH udava mezi 5,5 az 6,4. Pro vysoky vytéZek.
ribeflavinu je nutné silné vétrani substratu. V experimentélni ¢asti jeji publi--
kace uddvané koncentrace dosahuji 5—6 mg 9,, v souhrnu udévd, ze v teku--
tém podilu zkvaSeného roztoku muze byti nahromadéno az 50 mg 9%, riboflavi—
nu, zatim co mycelium E. ashbyii obsahuje 0,259, riboflavinu. Provedla i po--
kusy na isolaci riboflavinu adsorbei a eluci. Jako nejvyhodnéjsi adsorbens.
pouzivala bélici hlinky. K eluci riboflavinu adsorbovaného na hlinku byla
nejvhodnéjsi smés pyridinu, koncentrované kyseliny octové a vody nebo 809,
aceton. Biologickymi pokusy prokazala po prvé biologickou identitu kvasné-
pfipraveného riboflavinu se syntheticky pfipravenym.

Uvadim déle seznam patentd, chranicich kvasnou pfipravu riboflavinu za.
pouziti E. ashbyit [17, 21] a publikace, podavajici piehled literatury o bio-
chemické pripravé riboflavinu [1, 18].

Produkei riboflavinu E. ashbyii studovali také japonsti badatelé [19]..
Takata [20] kultivuje E. ashbyit na pevnych pidich s ryzovymi nebo pse-
ni¢nymi klicky, umisténych v rotujicich provzdusiiovanych bubnech. Susenim
se ziska produkt o 29, riboflavinu.

E. ashbyii zkvaSené roztoky obsahuji riboflavin vidy z &dsti vdzany na bunéénou
hmotu. Jeho uvolnéni do roztoku se provede zahiivanim k varu asi po 1 hod. pc okyseleni’

na pH 5—5,5.[21] okyseluje koncentrovanou kyselinu sirovou na 0,25 n kyselinu a zahfiva
po 20 min. na 120° C.

O isolaci riboflavinu ze zkvaSenych roztokt adsorbei a eluci jsem se jiz zminil [11, 16].
Vedle uvedenych nejstarsich zpusob byla novéji popsana fada jinych method.V praci
[22] se sraZi riboflavin z roztoki, obsahujicich jej v konecentracich 200—333 y v 1 ml

huje sraZeninu 709, isopropanolem pfi 80° C a ziskanym extraktem provadi po filtraci
vzduch. Ochlazenim se vylouéi krystalky riboflavinu s vytéZkem 709, ptivodniho mnoz-
stvi. Druhy patent téhoZ autora [23] navrhuje k vysrdZeni riboflavinu z roztoku pouZiti’
redukéniho puisobeni raznych druht bakterii, na pt. Streptococcus faecalis (sraZi riboflavin
s uéinnosti ca 909,), S. cremonis (68%), S. zymogenes (819,), S. liquefaciens (759%,). Pro.
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vysrdazeni riboflavinu pusobenim redukujicich bakterii je nutna minimalni koncentrace
ca 65 y v 1 ml, obsah riboflavinu ve sraZeniné je asi 85—909,. Podrobné&ji popisuje tento
zplsob isolace Hickey [15]. SraZenina vznikla redukei riboflavinu neni chemickym indi-
viduem, vznikd pouze pri uréitém redoxpotencidlu, zpusobeném chemicky nebo bio-
chemicky. Autor diskutuje i diivéjsi idaje literatury o podobnych redukovanych, ve vodé
nerozpustnych, chemicky dosud nedefinovanych forméch riboflavinu.

Merckovy patenty [24] chrani isolaci riboflavinu z roztoku zkvaSenych K. ashbyii
extrakei acetonem po zahusténi na syrob a krystalisaci ze zahusté&ného acetonového
extraktu. Timto zpisobem se mé ziskat 569, krystalického riboflavinu vztaZzeno na
pavodni obsah ve zkvaSeném roztoku. V préci [25] se navrhuje extrakei leukoriboflavinu
(po chemické redukei riboflavinu) vyssimi, s vodou se nemisicimi alkoholy. V préci [26]
se rozpousti srazeniny ziskané redukei roztoku riboflavinu rozpoustédlem, v némi je
redukované forma riboflavinu rozpustnéjsi nez riboflavin.

Po koncentraci riboflavinu, provedené nékterou z pravé popsanych metod, se provadi
kone¢nd rekrystalisace z vody, vodného alkoholu nebo zifedéné kyseliny octové [27].
Pii zptisobu popsaném sovétskymi badateli [28] se surovy riboflavin rozpusti v teplé,
249, kyseliné solné, pridd se malé mnozZstvi peroxydu vodiku a sfiltruje se. Zfedénim
vodou vykrystaluje riboflavin v jemnych hranoleich. Odssaje se po 24 hod. sténi.

Metodika a vysledky

Ve svych pokusech na biochemické pripravé riboflavinu jsem pouzival
kultury E. ashbyii dodané baarnskou sbirkou.

Z pokusti, provedenych za pouziti kultury 4shbya gossypii stejného pavodu,
vyplynulo ve shodé s udaji literatury, Ze bézné kmeny tohoto mikroorganismu
vytvareji riboflavin pouze v méfitku obvyklém i u jinych druht kvasinek.

V preparativnich pokusech za pouziti Eremothecium ashbyit se ukazalo, Ze
rozhodujici vliv na vytézky riboflavinu ma sloZeni a pH substratu a zpusob
kultivace. Dulezité faktory jsou dale zpusob sterilisace, t. j. doba, po kterou
je substrat vystaven zvySené teploté a zpusob piipravy a mnozstvizdkvasu.

Pokusy na selekci optimalniho kvasného media obsahly vSechny predpisy,
uvedené do té doby v dostupné literatuie, pokud pouzivaly u nas béZnych
surovin. V dalSich pokusech byla pak podle zkuSenosti a pozorovani sloZeni
substrati vhodnym zpusobem modifikovana. Jako nejvhodnéj$i byla na-
lezena kaseino-sladova Zivna puda, jejiz sloZeni popisuji v pokusné éasti. Na
této pudé byl za vhodnych kultivaénich podminek vytézek riboflavinu pru-
meérné okolo 350 y v 1 ml. Maximalni dosazeny vytézek ¢inil 440 y riboflavinu
v 1 ml

Jak jiz bylo uvedeno, jsou prijimany neobvykle vysoké vytézky riboflavinu,
uvadéné v nékterych patentech rtiznymi badateli [15], s nedtvérou. V souhlase
s tim zustaly vytézky, dosazené nasimi kulturami, za vytézky udavanymi
v nékterych patentech. Naproti tomu se podafilo v naSich pokusech vytézky
uddvané v nepatentové literatuie vesmés prekonat.

Dalsim dulezitym ¢&initelem p¥i kultivaci E. ashbyit, pokud se tyka vytézka
riboflavinu, je zpisob sterilisace. Ukazalo se totiz, Ze kultury E. ashbyii jsou
k infekeim cizimi mikroorganismy velmi citlivé. P¥i tom je v8ak nutno pouZi-
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vati ptd bohatych na rtzné ziviny, které predstavuji vhodné substraty pro
nejraznéj$i druhy mikrobt. Na druhé strané vyzaduje E. ashbyii k tvorbé
riboflavinu jisty, blize neidentifikovany faktor, ktery je ni¢en del3im zah¥i-
vanim. Je tedy nutno nalézti vhodny zpusob sterilisace, ktery zaruéuje steri-
litu pouzivanych Zivnych piad pri pokud mozno nejkrat$im pasobeni zvySené
teploty.

Pokud je nutno pouzivati frakcionované sterilisace proudici parou, sterilisu-
ji se 25 ml zivné pudy tfikrat po jeden a pil hodiné v intervalech 24 hod.
Mezi jednotlivymi sterilisacemi je nutno substraty uloZit pti ca 25° C. Jsou-li
ulozeny pri nizsi teploté, nevykli¢i mezi jednotlivymi sterilisacemi je§té p¥i-
tomné spory thermoresistentnich bakterii a substrat neni po 3. sterilisaci
sterilni. Pri uloZeni mezi sterilisacemi pfi vy8s$i teploté (na pf. pfi 30° C),
zaroste ptida béhem 24 hod. je§té pfitomnymi thermoresistentnimi bakteriemi
a neni pouzitelna. 200 ml substraty byly sterilisovany tfikrat po 2 bod. ob-
dobnym zpisobem. Pfi kratsi dobé sterilisace nebyly substraty sterilni. Byly-li
substraty sterilisovany trikrat po 4 hod., nebyl rast E. ashbyii patrné ovliv-
nén, avsak tvorba riboflavinu nastala pouze v malé mite. Na piadach, sterili-
sovanych trikrat 6 hodin v proudici péafe, E. ashbyii nerostlo. Pfi vétSich
mnozstvich substratu — 3 az 5 1 — nutno poéitat s tim, Ze trva podle naSich
pokustt nejméné 1 hod., nez je toto mnozstvi substratu vyhtato proudici
parou na 100° C. O to je nutno prodlouzit dobu sterilisace. V autoklavu byly
malé substraty (do 25 ml) sterilisovany 30 min. pfi 1 atm (121° C), 200 ml
substraty 45 min. pii tomtéz tlaku. Také del$im autokldvovanim je snizovana
tvorba riboflavinu a koneéné i potladen rist K. ashbyis.

V provoznim méFitku by bylo nejlépe pouzivati pratokovych sterilisdtort
[7], v nichZ je sterilisovan substrat ohfatim na pf. na 135° C po dobu 5 min.

Optimum pH je pro rust E. ashbyii mezi 4,5—5,0, pro tvorbu riboflavinu
mezi 5,5—7,5, optimalni teplota 29—32° (.

Rust E. ashbyii i tvorba riboflavinu jsou silné zavislé na piivodu vzduchu
béhem kvageni. Pti nizkych vrstvach substrdtu (na pf. 25 ml v 200 ml konické
bartice), postaci pii submersni kultivaci za pouZiti ttepani zcela t¥epani nadobky
s vatovou zatkou k dostatetnému zdsobeni kultury vzduchem. U 200 ml kul-
tur, kultivovanych submersné za pouziti t¥epani, je nutno provadét kulturou
proud vzduchu.

Vzhledem k rozkladu riboflavinu svétlem je nutno uchovavati kultury ve
tmé.

Pokusna éast
Pro béinou kultivaci E. ashbyii byla pouziviana peptono-glukosovd pida

o slozeni:
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0,59, Nutrient Broth,

2,5%, drozdi jako 209, autolysat,

20/, sacharosy, pfip. techn. monohydratu glukosy.

Byla pouzivdna jako tekuté medium pro stacionerni nebo submersni kulti-
vaci nebo jako Sikmy agar po pridani 2— 39, agar-agaru.

E. ashbyii rostlo dobie 1 na jinych béZné pouzivanych plidéch, na pi. na padach s 59,
glukonanu véapenatého a 2,59%, dro#di tekutych nebo tuhych. Na sladinovych Sikmych
agarech byl rust rovnéz dobry, avSak tvorba riboflavinu byla ponékud sniZena.

Na vSech uvedenych pu(lach vyroste béhem 2 dnu pti 29° C naZloutlé aZ zZluté mycelium
slizovitd-koznatého vzhledu. Zluté zabarveni se v prubehu dalsiho rastu zesiluje. Nej-
intensivnéji zbarvené mycelium — a% syté oranZové — se tvorilo na pudach, které byly
tuhou obdobou tekuté kaseinové puady, na niZz bylo pii submersni kultivaci dosaZeno
nejvyssich vyvtézka riboflavinu.

Po nékolikandasobném pieotkovani na kazdé z téchto pad nebyly pozorovany znamlky
degenerace, avSak podle ziskanych zkuSenosti je pfi udrzovani kultur K. ashbyiz vhodné
stfidati tekuté a tuhé puady.

Pii zaot¢kovéani tuhé ptidy natérem tekuté kultury je mozno éasto rozeznati vlastnosti
mycelia, vzniklého vegetativnim rastem tlomku hyfy, od mycelia vyrostlého ze spory.
Zatim co mycelium, vyrostlé kliéenim spory, je od zadatku rastu zluté zabarveno, je
mycelium vzniklé vegetativnim riistern vldkna s poéatku bilé. Oba druhy mohou ovSem
vyrust vedle sebe v téZe kultufe. V preparaénich pokusech je nutno vidy pouZiti Zlutého
mycelia, vyrostlého ze spory. Jako priklad uvadlm vysledek jednoho ze srovnavacich

okusti:
P Substraty, zaockované za stejnych podmmek 4 dny_ starou
a) bilou kolonii, obsahovaly po 23 dnech stacionerni kultivace 85 y riboflavinu v 1 ml,
b) Zlutou kolonii téZe kultury, obsahovaly po 23 dnech stacionerni kultivace 250 y
riboflavinu v 1 ml.

Pri preparativnich pokusech bylo postupovano timto zpusobem:

Priprava kaseinové Zivné pudy:

19, suSeného kaseinu,

99 vody z vodovodu

se navézi, prida se 1 ml 269, épavkové vody na kazdych 10 g kaseinu, uloZi se
3 dny pri 50° C, pak se prida:
1,759, sladového vytéziku o 50—609%, suSiny,
0,5 9 glukosy (technicky monohydréat),
pH se upravi na 6,5—86,9.

Aparatury

1. 200 ml konické batiky, plni se po 25 ml, vatové zatky,

2. 11 varné bariky s gumovymi zdtkami dvakrat vrtanymi se 2 vatovymi filtry, z nich#

jeden — pro piivod vzduchu — je opatien trubi¢kou sahajici ke dnu barnky. Plni se
200 ml substratu.

Sterilisace

45 min. v autoklavu pfi 120° C, piip. tfikrat po 2 hod. v pI‘Oll(]lCl paie, mezi jednotli-
vymi sterilisacemi se substraty ulozi pfi ca 25° C.

Kontrola sterility pud

Puady se uloZi po sterilisaci nejméné na 2 dny pii 28—30° C. \Tesrm se potahnout
mizdrou nebo zakalit, po usazen{ musi byt Siré.

Pfiprava zdkvasu

2 dny starou Zlutou kolonii, vyrostlou na kaseino-sladinovém Sikmém agaru, se za-

ofkuje 25 ml kaseino-sladinové pudv a tfepe se v zatemnéné mistnosti 2 dny v tfepacim
stroji o ca 2 kmitech za vt.
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Kontrola zdakvasu

Zakvas musi byt po 2 dnech syté Zluto-hnédé zbarveny se zietelnou zelenou fluorescenc,
obsahovat Zluté submersni mycelium; mikroskopicky musi byt ¢istou kulturou E. ashbyiz.
M4 vani pfipominajici kvéty stfemchy. SraZeny kasein, husty, nevldknity zakal a zédpach
po syru jsou makroskopické znaky infekce cizimi mikroorganismy.

Hlawni kvasent

25 ml zakvasu, vyhovujiciho uvedenym pozadavkam, se za piisné aseptickych kautel
zaoGkuje 200 ml sterilni kaseino-sladinové pudy. Vatovym filtrem se do kvasiciho sub-
stratu od zadatku vhéni vzduch tak, aby substrat nepénil do vystupniho vatového filtru
a tfepe se ve tmé 6—10 dnui v tfepacim stroji o ca 2 kmitech za vt. pii 30° C.

Vytézek

Ca 300—440 y riboflavinu v 1 ml zkvaSeného roztoku. Kultivaci del§i neZ 10 dnu
obsah riboflavinu zvolna klesa.

Souhrn

Byla shrnuta literatura o kvasné piipravé riboflavinu. Za pouziti bézné
kultury Eremothecia asbyii z baarnské sbirky byly zkonfrontovany riizné pred-
pisy Zivnych pad uvedené v literatute pro biosynthesu riboflavinu timto mikro-
organismem. Bylo nalezeno sloZeni substrati a zplsob piipravy zakvasi
a vypracovany kultivaéni podminky, p¥i nichZ je moZno v laboratornim mé-
Fitku dosahovati vytézka pramérné 300—400 y riboflavinu v 1 ml zkvaSeného
roztoku, nejvyssi dosazeny vytézek ¢inil 440 y riboflavinu v 1 ml zkvaSeného
roztoku. '

Za pouziti kultury Ashbya gossypii z baarnské sbirky byly potvrzeny udaje
literatury, Ze bézné kmeny tohoto mikroorganismu vytvareji riboflavin jen
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v méfitku obvyklém i u jinych druht kvasinek.

BPOAHJIbHOE NOJIYYEHHE PUBO®JIABUHA

M. KYJITAHEK
Buoxumuweckuii uncruryr, Ilpaeca, ¢uavan Heparosuye

BriBoan

Co6pana siutepaTypa o GPOLMJILHOM NoJiyueHHH puboduaBuHa, C IpHMeHEHHEM OG-
Hoii KynbTypwl Eremothecia ashbyi u3 GaapHckoro coGpaHusi cOMOCTaBieHbl pasHble pewell-
Thl IHTaTeJIbHbIX cpel OJsi OHOCHHTe3a pHOO(QNABHHA 3THM MHKDOOPTaHH3MOM, HaHHLIe
B agrepatype. Onpenesenbl cocTad Cy6CTpaToB M crnoccObl NOJYYEHHs 3aTOPOB H COCTaB-
JIEHBI YCJIOBHSl KYJIbTHBALMH, B KOTOPBIX MOXXHO JOCTHFEYTb B J1aGOPaTOPHH BBIXOAB B Cpel-
nenm 300—100 pubodaaBHHa B | Ml 3aKBALIGHHOTO DPacTBOpa; canibii GOMKIION BHIXOL
Goin 440 B | MJ1 3aKBAUIEHHOTO pacTBOpa.

C npuveHenueM KyabTyphl Ashbya fossypii u3 GaapHCKOil KoJseKUHH NOATBEPKAEHBE
JIMTEPATYPHBIe JaHHBIE O TOM, YTO OOBIYHBIE POABI 3TOr0 MHKPOOPTaHH3Ma CO31aBalOT pH-
GodaaBHH TonbKo B MacuiTaGe, -0GBIUHOM Y IPYrHX APOXKIKEBHIX TPHOKOB.

Iloayueno & pedaryuu 24-e0 oxtabps 1952 &
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RIBOFLAVINBEREITUNG MITTELS GARUNG

Milo§ Kulhanek
Biochemisches Forschungsinstitut Prag, Zwezgstelle in Neratovice

Zusammenfassung

Es wurde die Literatur iber Riboflavinbereitung mittels Giérung zusammengefasst.
Bei Anwendung einer normalen Kultur Eremothecia ashbyt: aus der baarnschen Sammlung
wurden verschiedene in der Literatur angefiithrte Vorschriften iiber Néhrboden fiir die
Biosynthese von Riboflavin durch diesen Mikroorganismus konfrontiert. Es wurde die
Zusammensetzung des Substrates, sowie die Zubereitungsart der Anstellhefe gefunden
und Kultivierungsbedingungen ausgearbeitet, bei denen im Laboratoriumsma@stab Aus-
beuten von durchschnittlich 300—100 ¢ Riboflavin vergorener Losung erzielt werden
konnten. Die héchste Ausbeute betrug 440 y Riboflavin in 1 ml vergorener Losung.

Bei Anwendung der Kultur Ashbya gossypis aus der baarnschen Sammlung wurden die
Literaturangaben bestétigt, wonach gangbare Stiémme dieses Mikroorganismus in auch
bei anderen Hefepilzarten usuellem Mafstab Riboflavin produzieren.
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