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Sposéb wytwarzania ryboflawiny metoda biosyntezy

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania ryboflawiny (witaminy B, ) metoda biosyntezy w pod-
powierzchniowej hodowli grzyba Ashbya gossypii.

Znane jest zopisu patentowego brytyjskiego nr 760072 wytwarzanie ryboflawiny w podpowierzchniowej
hodowli grzyba Ashbya gossypii na pozywkach zawierajacych jako Zrédto wegla olej smalcowy, olej kukurydziany
i olej sojowy. Uzyskiwane ta metoda wydajnosci ryboflawiny wynosity 2280 (ug)ml ptynu fermentacyjnego.

Postepem w tej dziedzinie byt sposéb ujawniony w opisie patentowym nr 59792, ktdry polegat na wytwa-
rzaniu ryboflawiny metoda biosyntezy w podpowierzchniowej hodowli grzyba Ashbya gossypii na pozywkach
zawierajacych jako Zrédto wegla ttuszcz pozelatynowy w ilosci 0,1—10% objetosciowych. Uzysklwane ta meto-
da wydajnoéci wynosity 3781 (ug)ml.

Metody podane w opisie patentowym nr 64983 oraz w opisie patentu dodatkowego nr 66611 stanowily
postep w zwigkszeniu wydajnosci produkcyjnej ryboflawiny. Wedtug sposobu opisanego w patencie nr 64983
metoda wytwarzania ryboflawiny na drodze biosyntezy w podpowierzchniowej hodowli grzyba Ashbya gossypii

. na pozywkach zawierajacych jako Zrédto wegla ttuszcz pozelatynowy w ilosci 0,1—10% wagowych, polegata na
wstepnym pasazowaniu grzyba Ashbya gossypii przez odpowiednio dobrane poZywki stale i ptynne, a nast¢pnie
hodowli w ptynnej pozywce produkcyijnej zawierajacej jako Zrédto azotu klej skorny i/lub klej kostny. Uzyski-
wane ta metoda wydajnosci ryboflawiny wynosity 5910 (ug)ml.

Sposéb z opisu patentowego nr 66611 polegal na wytwarzaniu ryboflawiny metoda biosyntezy wpod-
powierzchniowej hodowli grzyba Ashbya gossypii na pozywkach zawierajacych klej skérny i/lub klej kostny jako
aédlo azotu i ttuszcz kostny lub skérny jako Zrédto wegla. Uzyskiwane ta metodg wydajnosei ryboflawiny
wynosity 6420 (ug)ml.

Obecnie stwierdzono, ze jezeli jako Zrédio wegla w pozywkach zastosuje si¢ ttuszcz utylizacyjny i/lub
techniczny tran dorszowy uzyskuje si¢ znaczne podwyzszenie wydajnosci ryboflawiny tj. rzgdu do 6930 (ug)ml
7200 (ug)ml.

Thuszcz utylizacyjny jest to mieszanina tluszczéw, uzyskanycii *v zaktadach utyhzacyjnych w wyniku
przetopienia w tapialni réznych odpadowych ttuszczéw pochodzenia zwierzgcego.
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Surowcami do uzyskania ttuszczu utylizacyjnego moga by¢ ttuszcze: ttuszez rzezniany twardy - ttuszcze
surowe bydlece ibaranie, ttuszcz rzezniany migkki — ttuszcze surowe wieprzowe i koriskie, surowy ttuszcz
pogarbarski uzyskiwany w garbarni i surowy ttuszcz kanatowy.

Techniczny tran dorszowy jest produktem odpadowym przy produkqx maczki rybne;j i mnych przetworéw
rybnych.

Nosciowy i jakosciowy sktad kwaséw t%uszczowych w ttuszczu utylizacyjnym i technicznym tranie dorszo-
wym podano w tablicy L.

Sposéb wedtug wynalazku polega na stosowaniu wymienionych wyzej ttuszczéw, utylizacyjnego iflub
technicznego tranu dorszowego, do pozywek bezposrednio przed ich sterylizacja 1podczas hodowli grzyba
Ashbya gossypii.

Do ptynnych pozywek produkcyjnych, bedacych roztworem lub zawiesing meorgamcznych i orgamcznych
sktadnikéw poZzywki, wprowadza si¢ ttuszcz utylizacyjny iflub techniczny tran dorszowy przed wyjatowieniem
pozywki, w ilosci od 0,1 do 6,0%, w stosunku do objetosci pozywki, koryguje pH do wartosci 6,6—7,2 i wyja-
tawia. Schtodzone pozywki posiewa si¢ zawiesing grzybni Ashbya gossypii. Podczas hodowli odpowiedni ttuszcz
wprowadza si¢ w-sposéb jatowy do pozywek, przygotowanych metoda wyzej opisang, pomigdzy 0 i 120 godzing
hodowli, w ilosci od 0,1% do 5,0% wagowych w stosunku do objetosci pozywki.

Zastosowanije ttuszczu utylizacyjnego iflub technicznego tranu dorszowego do pozywek w podpowierz-
chniowej hodowli Ashbya gossypii prowadzi do zwigkszenia wydajnosci produktéw biosyntezy i zmniejszenia
stopnia pienienia si¢ pozywek.

Ponadto w wyniku zastosowania ttuszczu utylizacyjnego i technicznego tranu dorszowego, ktére sg bardzo
tanimi ttuszczami odpadowymi, jak i w wyniku uzyskania z tymi ttuszczami wigkszych wydajnosci, obnizono
koszt wytwarzania ryboflawiny.

Zwigkszona wydajnosé ryboflawiny w pozywkach zawierajacych tluszcz utylizacyjny jest spowodowana
mechanizmem dziatania pewnych kwaséw ttuszczowych wystepujacych wtym tluszczu, a nie wystepujacych
w ttuszczach takich, jak ttuszcz pozelatynowy, ttuszcz kostny i ttuszcz skérny.

Kwasy ttuszczowe obnizaja napigcie powierzchniowe migdzy membranami komdérkowymi ipozywka.
W nastepstwie tego zmienia si¢ przepuszczalnos$é sciany komodrkowej itym samym zwigksza si¢ przenikanie
sktadnikéw pozywki do wnetrza komérki oraz zwigksza si¢ takze wydzielenie z komérki do srodowiska zew-
ne¢trznego ryboflawiny. Kwasy tluszczowe sa réwniez bezposrednio zuZywane jako Zrédto wegla w wyniku
procesu betaoksydacji.

Zwigkszona wydajnos¢ ryboflawiny w pozywkach zawierajacych techniczny tran dorszowy jest 3powodo-

.wana zaréwno mechanizmem dziatania kwaséw tluszczowych wystepujacych w tym tiuszczu a nie wystepujg-
cych w innych ttuszczach, ich zuzywaniem jako Zrédto wegla jak i dziataniem witamin, ktére znajdujg sie w tym
ttuszczu w stosunkowo duzej ilosci, mianowicie witamina A okoto 300 j.m./g, witamina D okoto 100 j.m./g,
w mniejszych ilosciach witaminy z zespotu B oraz fladowych ilo$ciach witamina E.

Jak zostanie wykazane najwigkszg wydajnos¢ ryboflawiny otrzymuje si¢ w pozywce, do ktérej dodawany
jest techniczny tran dorszowy dwukrotnie w 72 i 120 godzinie hodowli.

W przyktadzie I wykazano, ze sposobem wedtug wynalazku mozna otrzymaé wysokie wydajnosci rybofla-
winy stosujac ptynne pozywki zawierajace ttuszcz utylizacyjny i/lub techniczny tran dorszowy.

Wytworzona ryboflawine. znajdujaca si¢ w ptynach hodowlanych izoluje si¢ jedng ze znanych metod
chemicznych.

Sposéb prowadzenia hodowli Ashbya gossypii i wydajnosci ryboflawiny w ptynnej pozywce produkcyjnej
zawierajacej ttuszez utylizacyjny iflub techniczny tran dorszowy przedstawia szczegélowo przyktad, w ktérym
procenty oznaczajg procenty wagowe o ile nie zaznaczono inaczej.

Przyktad. Przygotowano ptynna pozywke do otrzymania askospor grzyba Ashbya gossypii o sktadzie:

Glukoza czysta 1,0%

Tiamina HCI 0,1%

Woda drozdzowa (0,5% suchej masy) do 100,0% objgtosciowych.

Wartos¢ pH pozywki nastawiono na pH = 6,8 roztworem wodorotlenku potasowego. Tak przygotowang
pozywke rozlewano po 10 ml do probéwek i wyjatawiano w temperaturze 110°C w ciagu 30 minut.

Probdwki z pozywka szczepiono 5 dniowg kolonig grzyba wyhodowang na pozywce stale;j.

Przygotowano pozywke stata do otrzymywania k-<lonii grzyba o nastgpujacym sktadzie:

Glukoza czysta (100,0% suchej masy) 2,0

Agar 2,0%

Woda dro2dzowa (0,5% suchej masy) do 100,0% objgtosciowych.
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Warto$¢ pH pozywki nastawiono roztworem wodorotlenku potasowego do 7,2 lwyjd}awiﬂﬂb w tempera-
turze 110°C w ciggu 30 minut.

Pozywke rozlewano do ptytek Petri’ego po 20 ml. Pozywke stala szczeplono zawiesing askospor wyhodo- '
wang na pozywce ptynnej. Inkubacje przeprowadzano w temperaturze 28°C w ciagu 5 dni.

Otrzymane w ten sposéb kolonie grzyba stosowano do szczepienia ptynnej pozywki posiewowe;j 1.

Przygotowano ptynna pozywke posiewows I do otrzymywania zawiesiny grzybni o sktadzie:

Glukoza czysta (100,0% suchej masy) 1,0%
Laktoza czysta (100,0 suchej masy) 0,3%
Pepton 0,5% ' -
Ekstrakt drozdzowy 0,3%

Woda wodociagowa do 100,0% obje tosciowy ch.

Warto$§é pH poZywki nastawiono na 6,5 roztworeth wodorotlenku potasowego, rozlewano po 50 ml do
kolb Erlenmeyer’a o pojemnosci 500 ml i wyjatawiano w téttiperaturze 110° w ciggu 30 minut.

Kazda kolbg z ptynng pozywka posiewows I staduith SZczeplono 5 dniows kolonig grzyba wyhodowang na
pozywce statej.

Hodowle prowadzono w zaciemnionym pomieszczeniu, na trzgsawce obrotowej o 220 obrotach/miinute
i mimosrodzie 25 mm w temperaturze 28° w ciggu 24 godzin.

Otrzymang w ten sposéb zawiesing grzybni stosowano do szczepienia ptynnej pozywki posiewowej II.
Przygotowang ptynng pozywke posiewows o sktadzie:

Droidze paszowe 2,0%
Ttuszez utylizacyjny i/lub techniczny
tran dorszowy 15%

Wycigg namkowy kukurydzy (50,0% suchej masy) 3,0%

Woda wodociggowa do 100,0% objetosciowych.

Warto$¢ pH pozywki nastawiono na 7,2, rozlewano po 50 ml do kolb Erlenmeyer a 500 ml i wyjatawiano
w temperaturze 110°C w ciggu 30 minut.

Kazda kolbe z ptynng pozywka posiewows Il szczepiono 1 ml zawiesiny grzybni z ptynnej pozywki posie-
wowej L.

Otrzymang w ten sposéb zawiesing grzybni szczepiono ptynng pozywke produkcyjng.

Przygotowano ptynng pozywke produkcyjng o sktadzie:

Klej skérny 3,0%
Wyciagg namokowy kukurydzy (50,07% suchej masy) 6,0%
Glicyna 0,15%
KH,PO, 0,15%
Mg*+ : : : 1 (ug)ml
Co*t ' 2 (ug)ml
Mn*+ 5 (ug)ml
In*+ 10 (ug)ml

Woda wodnciggowa do 100,0% objgtosciowych.

Warto$¢ pH pozywki. nastawiono na 6,8 roztworem wodorotlenku potasowego. Pozywke rozlewano po
30 ml do kolb Erlenmeyer’a o pojemnosci 500 ml i do kazdej kolby dodawano ttuszcz utyllzacyjny iflub tech-
niczny tran dorszowy w ilodci 3,5% objetosciowych. Pozywki wyjatawiano w temperaturze 110°C w ciggu 3 go-
dzn,

Kazda kolbe z pozywka szczepiono 1 ml zawiesiny grzybni z ptynnej pozywki posiewowej II.

Hodowle prowadzono w zaclemmonym pomieszczeniu, na trz¢sawce obrotowej o220 obrotach/min
i mimosrodzie 25 mm, w temperaturze 28°C, w ciggu 192 godzin.

Do kazdej kolby z okredlonej partii pozywki produkcyjnej zawierajacej ttuszcz utylizacyjny i/lub technicz-
ny tran dorszowy w ilosci 3,5% objgtosciowych dodawano taki sam ttuszcz w lloéci 2,0% o objgtodciowych w 72,
96, 120 oraz 72 i 120 godzinie hodowli Ashbya gossy pii.

Zawarto$¢ ryboflawiny po 192 godzinach hodowli w pozywkach do ktérych dodawano thuszez utylizacyj- -
ny.w réznych godzinach hodowli przedstawione sa w tablicy 2.

Jak wykazano powyzej najwigksza wydajno$é ryboflawiny otrzymano w pozywce, do ktdrej dodano
thuszcz utylizacyjny dwukrotnie w 72, i 120 godzinie hodowli.

Zawarto$¢ ryboflawiny po 192 godzinach hodowli A shbva gossypii w pozywkach, do ktérych dodawano
techniczny tran dorszowy w réznych godzinach hodowli przedstawione s3 w tablicy 3.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania ryboflawiny metoda biosyntezy w podpowierzchniowej hodowli grzyba Ashbya
gossypii przez wstgpne pasazowanie grzyba Ashbya gossypii przy zastosowaniu poZywek, zawierajacych ttuszcze
pochodzenia zwierzgcego jako Zrédto wegla wilosci 0,1—10% objetosciowych, znamienny tym, Zze w plynne;j
pozywce posiewowej, a nast¢pnie w ptynnej pozywce produkcyjnej jako Zrédto wegla stosuje si¢ ttuszcz utyliza-
cyjny iflub techniczny tran dorszowy wilosci od 0,1% do 6,0% objetosciowych, a podczas hodowli Ashbya
gossypii w ilosci od 0,1% do 5,0% objgtosciowych. _

-2. Sposdéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze tluszcz utylizacyjny i/lub techniczny tran dorszowy wpro-
wadza si¢ do pozywki produkcyjnej podczas hodowli Ashbya gossypii pomigdzy 0—120 godzing hodowli.

Tablica 1

Tos¢ i jako$é kwaséw ttuszczowych w réznych thuszczach odpadowych

Wz6r sumaryczny Zawartos$¢ kwasow ttuszczowy ch w procentach
kwasu ttuszczowego  Ttuszcz pozela- Thuszez ~  Thuszez Ttuszcz utylizacyjny  Techniczny tran
tynowy kostny skérny dorszowy
C,4H, 60, - 04 0,2 24— 0,3 —
Ci4H,50, 14 15 1,2 0,6— 3,6 3,3
C,5H3,0, - 04 0,3 0,5— 3,2 0,5
C,6H3,0, 23,5 243 25,2 15,0-25,5 16,9
C,6H300, 40 31 20 3,0-125 13,6
C,6H,50, 05 : L — - 1,2— 2,2 ; -
C,6H,60, 0,5 — - 1,3—- 2,5 . -
C,7H340, .= 1,1 09 08— 1,7 0,6
C,3H360, 10,3 159 164 15,5-20,5 33
C,sH340, 550 474 40,2 38,6—50,0 32,0
C,3H3,0, 3,3 32 3,2 14- 2,9 54
Cy18H300; - ‘ - - - 3,0
C,0H400, - 04 0,3 1,1- 1,9 34
C,0H350, 15 1,3 1,1 18- 3,2 1,6
C,0H360, - - - - 1,1
C30H3,0, - - - - 1,4
C;2H440, - - - - L1
C,,H4,0, - - — - 12,6
Tablica 2

Czas dodawania ttuszczu utylizacyjnego
72 godzina 96.godzina 120 godzina 72 i 120 godzina
pug/ml pg/ml ug/ml ug/ml

3640 - 3690 3420 6930
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Tablica 3

Czas dodawania technicznego tranu
dorszowego :
72 godzina 96 godzina 120 godzina 72 i 120 godzina
pug/ml . ug/ml pg/ml ug/ml

3940 3970 3680 7200
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